Represión de la respuesta a Jasmonatos: el complejo JAZ/NINJA/TOPLESS by Fernández Barbero, Gemma
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID 
Departamento de Biología Molecular 
Facultad de Ciencias 
 
 
 
 
 
 
 
Represión de la respuesta a Jasmonatos: 
 el complejo JAZ/NINJA/TOPLESS 
 
 
 
 
 
 
 
 
TESIS DOCTORAL 
 
Gemma Fernández Barbero 
 
Madrid, 2015 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID 
Departamento de Biología Molecular 
Facultad de Ciencias 
 
 
 
 
 
 
 
Represión de la respuesta a Jasmonatos: 
 el complejo JAZ/NINJA/TOPLESS 
 
 
 
 
 
 
 
 
TESIS DOCTORAL 
 
Gemma Fernández Barbero 
 
DIRECTOR 
 
Roberto Solano Tavira 
 
Madrid, 2015  
 
 
  
 
 
 
 
 
Represión de la respuesta a Jasmonatos: 
el complejo JAZ/NINJA/TOPLESS 
 
 
 
 
Memoria presentada para optar al grado de 
Doctor en Ciencias por: 
 
Gemma  Fernández Barbero 
 
 
 
Universidad Autónoma de Madrid 
 
 
Septiembre 2015 
 
 
 
 
 
Vº Bº del Tutor de Tesis:         Vº Bº del Director de Tesis: 
 
 
 
 
 
 
 
Dr. César de Haro              Dr. Roberto Solano Tavira
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                         Agradecimientos
  
9 
 
Me gustaría que estas líneas sirvieran para expresar mi más profundo y sincero 
agradecimiento a todas aquellas personas que con su ayuda han colaborado en la 
realización de esta tesis. En especial al Dr. Roberto Solano, director de esta 
investigación, por ofrecerme la oportunidad de realizar este trabajo, por su orientación, 
esfuerzo y dedicación en el desarrollo del mismo, pero sobre todo gracias por 
enseñarme a amar la ciencia y a  poner ilusión y motivación en todos los proyectos que 
empezaba, por su apoyo constante a todos los niveles, científicos o meramente 
personales, por la confianza recibida a lo largo de estos años, demostrándome día a día 
que los buenos jefes no sólo son inteligentes sino grandes personas. Por todo ello, 
muchas gracias. 
 
Quisiera agradecer también el apoyo  en la elaboración de esta tesis de todas las 
personas que han formado y forman parte del laboratorio 317 y el servicio de 
Genómica. En especial a Gloria, por enseñarme lo importante que es ponerle positividad 
a la ciencia y a la vida en general, por contagiarme su fuerza y energía, por apoyarme 
incondicionalmente. A Andrea Chini, por sus consejos en temas genéticos, por tener 
siempre ideas brillantes y compartirlas, por su trato amable y sacar siempre tiempo para 
ayudarme. A José Manuel Chico, porque trabajar con él siempre es fluido y fácil, por su 
apoyo constante. A Sandra Fonseca, por enseñarme que la capacidad de lucha y 
constancia en ciencia son muy importantes, que los experimentos hay que lucharlos, que 
nunca salen a la primera, pero que acaban saliendo si le pones esfuerzo. A Marta Boter, 
por enseñarme a trabajar con mentalidad inglesa. A Selena, por mostrarme que en el 
caos también se encuentra la genialidad. A Isa, porque veo en ella la ilusión que nunca 
se debe de perder cuando trabajas en ciencia, por su apoyo incondicional, sus mensajes 
de ánimo, y todas esas pequeñas cosas que la hacen grande a mis ojos aunque sólo sea 
un “piojo”. A Guille, que me ayuda en la lucha contra el caos con su orden y método, y 
sobre todo por hacerme reir, que también es importante. A Andrés, por nuestras charlas 
mañaneras compartiendo ciencia o cualquier otra cosa que se nos pase por la cabeza. A 
Marta Godoy, por sus enseñanzas eficientes en mi primera toma de contacto con el 
mundo de los microarrays. Y a todos lo que ya no forman parte del laboratorio pero que 
también participaron en mi aprendizaje científico y personal. En especial a Julián por 
enseñarme con firmeza pero con enorme efectividad en mis inicios “cnberos”, a Romel 
por su eterna sonrisa y compañerismo, a Maarja por contagiarme su vitalidad, a Mónica 
por su fuerza y simpatía, a Bruce, Govi, Miki… Gracias infinitas a todos ellos que tan 
10 
 
buenos momentos me han hecho vivir dentro y fuera del laboratorio, El “317 Power” 
siempre en mi mente, con las salidas montañeras con Rober, los días de escalada, las 
canoas, las fiestas nocturnas (vale, esas yo no tanto…), mis fiestas de cumpleaños con 
barbacoa y empanada porque es lo único que sé hacer, las salidas de esquí, la fiesta de 
mi boda… Muchas gracias a todos por vuestra ayuda, por vuestros ánimos al final de 
este trabajo, por apoyarme y hacerme sentir que merece la pena trabajar con personas 
tan especiales. 
 
También quisiera extender mi agradecimiento a todas las personas del departamento de 
Genética Molecular de Plantas y CNB que durante todos estos años me han prestado su 
ayuda, haciendo mucho más fácil la realización de esta tesis. Gracias también al 
eficiente servicio de cultivo in vitro, personal de invernadero, almacén, esterilización y 
servicio de Genómica. 
 
 Son muchos los recuerdos y buenos momentos personales que guardo también: En 
especial, no puedo olvidar los cafés al sol con Juani y Mic, el gabacho “tirafresas”, que 
cocina los mejores bizcochos de “la motivación” del mundo y siempre estuvo pendiente 
de la españolita “Gemminita”. A Maite, por esa motivación constante para que 
escribiera la tesis. A Andrea Volante por esas charlas dramáticas en la oscuridad 
mientras revelábamos los western que no nos salían y por su compañía virtual en 
nuestras noches de insomnio. A los “adolescentes” (Laura Cuyàs, Elisa, Eduard, 
Stella…)  de la tercera planta, que me acogieron entre sus filas a pesar de ser su 
“abuela” y me hicieron disfrutar de muchos buenos momentos. A Marco Taurino, con el 
que empecé a hacer esta tesis, por ser mi amigo más fiel y más querido,  por motivarme 
a terminar lo que juntos empezamos, por saber sacar lo mejor de mí, porque siempre 
está conmigo aunque ya no esté por los pasillos. 
 
No podría olvidar a mis amigas del cole, que siempre han apoyado el trabajo de 
“Jasmonata”, que sin saber muy bien a lo que me dedicaba, me han motivado siempre 
ha terminarlo.  
  
Finalmente y de forma especial quisiera agradecer el apoyo de mi familia, pues sin ella 
esto no hubiera sido posible. Gracias a mis padres, Eduardo y Angelines, y mi hermano 
Dudi, que siempre han estado a mi lado, contagiándose de mi amor por la biología y 
11 
 
escuchando mis charlas infernales desde que era niña sobre biología, ya fuera sobre 
animales, las “proteínas” del pelo o las hojas de las palmeras. Gracias por sacar siempre 
lo mejor de mí, empujándome a conseguir este sueño que comenzó hace muchos años. 
No puedo olvidar a Mimi y Orión, mis animales queridos, que nunca sabrán que escribí 
estás palabras, pero que me han acompañado fieles en las noches de escritura. Y un 
gracias infinito a Rober, mi querido compañero de viaje, que desde que le conocí me 
contagió su amor por la vida, las montañas y la ciencia. Gracias por hacerme reir y 
disfrutar aún cuando las cosas se torcían, por ser positivo y vital, por darme fuerzas para 
continuar cuando abandonar hubiera sido lo más fácil, por aguantar mis “locuras”, por 
apoyarme y defenderme en todo momento, por este fuerzo final que ha hecho posible 
que ahora esté escribiendo esto, y sobre todo, por darme a Diego, “latiditos”…, mi 
querido niñito, que me hace feliz y cambió mi vida…Gracias. 
 
Este trabajo ha sido realizado en el Departamento de Genética Molecular de Plantas del 
Centro Nacional de Biotecnología-CSIC y ha sido financiado por diversos proyectos del 
Ministerio de Economía y Competitividad. 
 
 
 
 
  
12 
 
 
  
13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                     
Abreviaturas 
  
14 
 
 
  
15 
 
AB: ácido abcísico 
AD: dominio de activación de la transcripción de GAL4, activation domain 
Ade: adenina 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario 
ADN-T: inserción de ADN 
amiARN: artificial micro ARN 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNr: ARN ribosómico 
ATP: adenosín trifosfato 
BD: dominio de unión a ADN de GAL4, inding domain 
bHLH: basic helix loop helix 
Col: Columbia  
COR: coronatina 
DMF: dimetil formamida 
ET: etileno 
FLAG: epítopo DYKDDDDK 
FT: factor de transcripción 
GA: giberelina 
GFP: proteína fluorescente verde procedente de Aequorea victoria 
GUS: gen/actividad β-glucuronidasa bacteriana 
HA: epítopo de la hemaglutinina (YPYDVPDYA) 
His: histidina 
JA: ácido jasmónico 
JA-Ile: jasmonoyl-isoleucina 
JAs: jasmonatos 
JAZ: Jasmonate ZIM-domain protein 
Leu: leucina 
MBP: Maltose-Binding-Protein 
OD: densidad óptica 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PD: Pull-Down de proteína 
PDF1.2: gen de la defensina, plant defensin 
Pi: ortofosfato inorgánico 
16 
 
PMSF: fluoruro de fenil-metil-sulfonilo 
PSB-D: línea celular de Arabidopsis thaliana 
qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
SA: ácido salicílico 
SDS: dodecil sulfato sódico 
Trp: triptófano 
TPL: proteína topless 
TPR2: proteína topless related 2 
TPR3: proteína topless related 3 
VSP2: vegetative storage 2 protein 
WB: ensayo Western blot 
WT: plantas de genotipo silvestre 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A Diego  
18 
 
 
  
19 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                            
 
 
 
                                                                                                                
ÍNDICE  
20 
 
 
  
21 
 
Summary                                                                                                                        27 
Resumen                                                                                                                         31  
1.    INTRODUCCIÓN                                                                                                  35 
1.1. El ácido jasmónico y los jasmonatos                                                                     37 
1.1.1. Metabolismo del JA                                                                                          37 
       1.1.1.1. Biosíntesis de JA                                                                                    37 
       1.1.1.2. Catabolismo de JA                                                                                  41 
1.2. Funciones de los JAs                                                                                               41 
1.2.1. Defensa                                                                                                             41 
       1.2.1.1. Patógenos                                                                                                42 
       1.2.1.2. Herbívoros                                                                                               43 
1.2.2. Desarrollo                                                                                                          44 
1.3. Señalización de JA                                                                                                  44 
1.3.1. SCFCOI1                                                                                                          44 
       1.3.1.1. Vía ubiquitin-proteasoma 26S                                                                46 
1.3.2. Factores de transcripción                                                                                  47 
       1.3.2.1. MYC2                                                                                                     48 
       1.3.2.2. MYC3, MYC4 y MYC5                                                                         51 
       1.3.2.3. bHLH003, bHLH013 y bHLH017                                                         52 
       1.3.2.4. Otros factores cis y trans                                                                        52  
1.4. Antecendentes en el laboratorio                                                                            53 
1.4.1. Identificación de JAI3/JAZ3                                                                             53 
      
2.    OBJETIVOS                                                                                                           59   
 
3.    RESULTADOS                                                                                                       63 
3.1. La familia de proteínas JAZ y su función represora en la vía de JA                 65 
    3.1.1. Caracterización molecular de JAZ3 y otras proteínas JAZ                                65 
           3.1.1.1. Interacción JAZ3/COI1                                                                            65 
           3.1.1.2. Interacción de otras proteínas de la familia JAZ con COI1                    66 
           3.1.1.3. Degradación de JAZ3 por el proteasoma                                                 66 
           3.1.1.4. Redundancia entre los miembros de la familia JAZ                                70 
           3.1.1.5. Importancia del dominio JAS en la degradación de los JAZ                  71 
                     3.1.1.5.1. Análisis fenotípico de las líneas JAZΔJas                                   72 
22 
 
     3.1.2. JAR1 y su función en la producción de la hormona bioactiva                          74 
     3.1.3. JAZ3 relaciona el complejo SCFCOI con  la activación  
     transcripcional inducida por JA                                                                                  75 
             3.1.3.1. Las proteínas JAZ interaccionan con el FT MYC2                               75 
                       3.1.3.1.1. Mapeo  de la región de interacción de JAZ3 y MYC2             76 
             3.1.3.2. Interacción de las proteínas JAZ con los FT MYC3 y MYC4              77 
             3.1.3.3. JAZ3 como regulador negativo de la función de MYC2                      78 
             3.1.3.4. Regulación de los genes de la familia JAZ por MYC2                          80 
 
3.2. NINJA es diana de los represores JAZ y está implicado en la modulación 
de la respuesta a JA                                                                                                       80 
3.2.1. Búsqueda de nuevos componentes de la vía d3 señalización de JA                      80 
       3.2.1.1. Screening en levaduras usando como cebo JAZ3                                        80 
       3.2.1.2. TAP-tagging usando como cebo JAZ1, JAZ3, JAZ5 y JAZ7                     85 
3.2.2. Caracterización molecular de la proteína NINJA                                                  87 
        3.2.2.1. Localización subcelular y estabilidad de la proteína NINJA                      87 
3.2.2.2. Mapeo de los dominios proteicos de interacción de NINJA 
con las proteínas de la familia JAZ                                                                          90 
        3.2.2.3. Caracterización fenotípica de las líneas de sobre-expresión de  
         NINJA en respuesta a JA: inhibición del  crecimiento de la raíz y  
         medidas de antocianinas.                                                                                         95 
        3.2.2.4. Caracterización fenotípica de las líneas de pérdida de  
         función de NINJA en respuesta a JA                                                                      98 
                   3.2.2.4.1. Inhibición del crecimiento de la raíz y  
                   acumulación de antocianinas mediada por JA                                        98 
        3.2.2.4.2. Análisis transcriptómico de las líneas de pérdida 
         de función de NINJA                                                                                100 
         3.2.2.5. Búsqueda de nuevos interactores de NINJA: TOPLESS                         101 
        3.2.2.5.1. Caracterización fenotípica del mutante tpl-1                              104 
         3.2.2.6. Caracterización de NINJA como represor transcripcional                       106 
 
 
 
23 
 
3.3. Modelos de co-represión alternativos al descrito para el tándem 
NINJA-TPL-JAZ                                                                                                          107 
     3.3.1. Motivo de represión EAR en la familia de proteínas JAZs                            107 
     3.3.2. JAZ5 y JAZ6 son dianas directas de TOPLESS                                            108 
         3.3.2.1. Dominio de interacción de JAZ5 y JAZ6 con el co-represor 
         TOPLESS : Dominio EAR                                                                                   110  
         3.3.2.2. Caracterización fenotípica de los mutantes de pérdida y 
         ganancia de función en los genes JAZ5 y JAZ6                                                    114 
                    3.3.2.2.1. Inhibición del crecimiento de la raíz mediada  
                    por JA y COR                                                                                            115 
                    3.3.2.2.2. Peso fresco                                                                                 116 
                    3.3.2.2.3. Infección por Botrytis cinerea                                                   117 
                    3.3.2.2.4. Acumulaciónde antocianinas mediada por JA y COR              119 
 
     3.3.3. Interactores adicionales de TPL: otros posibles mecanismos  
     de represión                                                                                                               119 
 
4. DISCUSIÓN                                                                                                             121 
4.1. La familia de represores JAZ                                                                              123 
4.2. El complejo represor NINJA-TOPLESS                                                            127 
4.3. Mecanismos alternativos de represión:las proteínas JAZ5 y JAZ6                 132 
 
5. CONCLUSIONES                                                                                                   135 
 
6.    MATERIALES Y MÉTODOS                                                                            139 
6.1. Cultivos vegetales                                                                                                  141 
     6.1.1. Material vegetal                                                                                              141 
     6.1.2. Condiciones de crecimiento de  Arabidopsis                                                 141 
             6.1.2.1. In vitro                                                                                                 141 
             6.1.2.2. En sustrato                                                                                           142 
     6.1.3. Cruzamientos en Arabidopsis                                                                         142 
     6.1.4. Transformación de Arabidopsis                                                                     142      
 
      6.1.5. Analisis fenotípico de plántulas de Arabidopsis                                         143 
24 
 
 6.1.5.1. Ensayos de inhibición del crecimiento de la raíz                                 143 
 6.1.5.2. Extracción y cuantificación de antocianinas                                        143 
6.2. Plásmidos                                                                                                               143 
6.3. Ensayos microbiológicos                                                                                      144 
     6.3.1. Cultivos bacterianos                                                                                       144 
             6.3.1.1. Cepas                                                                                                   144 
             6.3.1.2. Método de crecimiento                                                                        144 
             6.3.1.3. Transformación                                                                                    144 
                        6.3.1.3.1. E.coli                                                                                      144 
                        6.3.3.1.2. A.tumefaciens                                                                         145 
     6.3.2. Cultivos de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)                                   145 
             6.3.2.1. Cepas                                                                                                   145 
             6.3.2.2. Métodos de cultivo                                                                              145 
6.4. Manipulación de ácidos nucleicos                                                                       146 
     6.4.1. ADN                                                                                                                146 
             6.4.1.1. Purificación de ADN plasmídico                                                        146 
                        6.4.1.1.1. E.coli                                                                                      146 
                        6.4.1.1.2. S. cerevisiae                                                                           146 
             6.4.1.2. Purificación de ADN genómico total                                                  146 
             6.4.1.3. Amplificación y purificación de ADN                                                148 
             6.4.1.4. Tratamiento enzimático del ADN                                                       148 
             6.4.1.5. Determinación de la secuencia del ADN                                             148 
             6.4.1.6. Análisis de secuencias de ADN                                                           148 
             6.4.1.7. Análisis de promotores y secuencias                                               148 
      6.4.2. ARN                                                                                                               148 
              6.4.2.1 Purificación de ARN total                                                                   148 
              6.4.2.2. Hibridación tipo northern                                                                   149 
              6.4.2.3. Síntesis de sondas radiactivas                                                             149 
              6.4.2.4. RT-PCR cuantitativa                                                                           149 
6.5. Análisis transcriptómico mediante hibirdación con microarrays                     150 
6.6. Generación de plantas transgénicas                                                                    151 
6.7. Análisis de proteínas                                                                                             152 
     6.7.1. Expresión y purificación de proteínas recombinantes                                    152 
25 
 
     6.7.2. Ensayos de Pull-Down (PD)                                                                           153 
     6.7.3. Ensayos de Western Blot (WB)                                                                      154 
     6.7.4. Ensayos de degradación de proteínas in vitro                                                154 
     6.7.5. Ensayos de unión de proteínas a ADN y retardo en gel (EMSA)                 155 
     6.7.6. Purificación en tándem de complejos protéicos: TAP-tagging                      157 
     6.7.7. Expresión transitoria en N. benthamiana y co-inmunoprecipitación             157 
6.8. Ensayos de dos híbridos en levaduras                                                                 157 
     6.8.1. Cribado en levaduras                                                                                      158 
             6.8.1.1. Ensayo  de β-galactosidasa                                                                  159 
     6.8.2. Ensayos de doble híbrido en levaduras                                                       159      
6.9. Microscopía                                                                                                           160 
     6.9.1. Microscopía confocal para visualización de GFP                                          160 
     6.9.2. Microscopía óptica para visualización de GFP                                              160 
6.10. Análisis de expresión transitoria en protoplastos                                            161 
6.11. Oligonucleótidos utilizados                                                                                161 
 
7. BIBLIOGRAFÍA                                                                                                     165 
 
8. APÉNDICE                                                                                                              191 
8.1. Figuras suplementarias. 
     1.a. Representación filogenética de las proteínas de la familia JAZ.                       193 
     1.b. Alineamiento múltiple de las secuencias proteicas de los JAZs.                      193  
     2. Representación esquemática de las proteínas truncadas JAZ1, JAZ2,                
      JAZ3, JAZ6, JAZ12 y MYC2.                                                                                194 
     3. Prevención de la degradación de JAZ3 por JAZ3ΔJas mediada por 
     el proteasoma                                                                                                 195  
8.2. Tablas suplementarias 
     1. Genes diferencialmente expresados en plantas jai3-1vs Col-0.  
     También se incluyen los valores de plantas 35S::MYC2.                                     196 
     2. Genes diferencialmente expresados en ARNi NINJA vs Col-0.                        197 
     3. Genes diferencialmente expresados en ARNi NINJA vs Col-0  
     tratados con COR 0,5µM.                                                                                 199 
 
9. Artículos relacionados con la tesis                                                                         205 
26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Summary  
28 
 
 
  
29 
 
The plant hormones jasmonates (JAs) are fatty acid derived oxylipins that have an 
essential role in plant adaptation to different types of stress, abiotic and biotic, and also 
are involved in the regulation of many physiological and developmental aspects. 
Despite the importance of JAs as signaling molecules in the transcriptional regulation, 
knowledge of the molecular mechanisms that it modulates was limited at the start of this 
job. In the search for new components of the JA signaling pathway, the Roberto 
Solano´s lab isolated by a genetic screening a new mutant insensitive to JA, jai3-1 
(jasmonate-insensitive3-1). This gene encodes JAZ3, the founding member of the JAZ 
family. In this thesis, we proposed to define the function of the JAZ3 protein and the 
other members of the JAZ family in JA signaling, and the search for new molecular 
components that allowed us to advance on the knowledge of the regulation of the plant 
responses to stimuli associated with JAs. 
 
The results of this study have demonstrated the existence of a family of repressors 
(JAZ) that link the perception of the hormone with the transcription factors (TF) that 
activate the responses to JA. Furthermore, identification of NINJA as an adapter protein 
which recruits the TPL and "TPL-related" proteins to form, together with the JAZ 
protein, the TF MYC´s repressor complex had provided a molecular explanation of the 
repression mechanism in the JA signaling pathway. These results have also revealed 
how multiple hormonal signaling pathways can use similar mechanisms to suppress 
gene expression, because co-repressors TPL / TPR can be recruited by 
different hormonal pathways using different combinations of adapter and repressor 
proteins. Finally, in this thesis is described an additional repression model of the JA 
signalling, where some members of the JAZ family like JAZ5 and JAZ6, are able to 
interact directly with the co-repressor TPL through its EAR motif,  without the adapter 
protein NINJA. 
 
Understanding the mechanisms used by plants to respond dynamically to changes in the 
environment and adapt to the environment is a major challenge. The JAZs, NINJA and 
TOPLESS are a fundamental part of these mechanisms and play a crucial role in the 
integration of environmental cues with the basal development programs. 
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El ácido jasmónico (JA) y sus derivados los jasmonatos (JAs) son fitohormonas 
lipídicas que conforman una familia perteneciente al grupo de las oxilipinas. Tienen un 
papel esencial en la adaptación de las plantas a distintos tipos de estrés, tanto abiótico 
como biótico y también participan en la modulación de numerosos aspectos fisiológicos 
y de desarrollo. A pesar de la importancia de los JAs como moléculas señalizadoras en 
la regulación de la transcripción génica, el conocimiento de los mecanismos 
moleculares de su vía de señalización era muy limitado al inicio de este trabajo. En la 
búsqueda de nuevos componentes de la ruta de la señalización de los JAs, el laboratorio 
de Roberto Solano aisló mediante cribado genético un nuevo mutante insensible a 
jasmónico, jai3-1 (jasmonate-insensitive3-1). Este gen codifica JAZ3, miembro 
fundacional de la familia JAZ (Jasmonate ZIM-domain protein). En esta tesis, nos 
propusimos definir la función de la proteína JAZ3 y otros miembros de esta familia en 
la señalización de JAs, así como la búsqueda de nuevos componentes moleculares que 
nos permitieran avanzar en el conocimiento, desde un punto de vista molecular, de la 
regulación de las respuestas de la planta ante estímulos relacionados con los JAs. Los 
resultados de este trabajo han permitido demostrar la existencia de una familia de 
represores (JAZ) que enlazan la percepción de la hormona con los factores de 
transcripción (FT) que activan las respuestas a JA. Además, la identificación de NINJA 
como una proteína adaptadora que recluta a las proteínas TPL y TPL-related para 
formar, junto con las proteínas JAZ, el complejo represor de los FTs MYC, ha 
permitido obtener una explicación molecular del mecanismo de represión de la 
respuesta transcripcional dependiente de JA. Estos resultados también han puesto de 
manifiesto cómo múltiples vías de señalización hormonal pueden utilizar mecanismos 
similares para reprimir la expresión génica, ya que los co-represores TPL/TPR pueden 
ser reclutados a distintas vías mediante distintas combinaciones de proteínas 
adaptadoras y represoras. Finalmente, en este trabajo se describe un modelo adicional de 
represión de la vía de JA, donde algunos miembros de la familia JAZ, como JAZ5 y 
JAZ6, son capaces de interaccionar de forma directa con el co-represor TPL a través de 
su motivo EAR, sin necesidad de la proteína adaptadora NINJA.  
 
La comprensión de los mecanismos mediante los cuales las plantas responden 
dinámicamente a los cambios en el medio ambiente y se adaptan al entorno es un reto 
importante. Las proteínas JAZ, junto con NINJA y TOPLESS son parte fundamental de 
34 
 
dichos mecanismos y desempeñan un papel crucial en la integración de señales 
ambientales con los programas basales de desarrollo. 
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1.1. El ácido jasmónico y los jasmonatos 
El ácido jasmónico (JA) y sus derivados los jasmonatos (JAs) son fitohormonas 
lipídicas que se descubrieron en 1962 cuando se aisló el compuesto volátil Metil 
jasmónico (MeJA) como el componente principal de la esencia del jazmín (Demole y 
col., 1962). Posteriormente se descubrió que eran moléculas señalizadoras capaces de 
inducir la transcripción de inhibidores de proteinasas frente a insectos o de genes de 
defensa frente a patógenos (Farmer y Ryan, 1990). 
 
El JA y sus derivados conforman una familia perteneciente al grupo de las oxilipinas 
que presenta homología estructural con las prostaglandinas animales, implicadas en 
procesos inflamatorios y en respuestas de defensa frente a infecciones, alergias y 
compuestos xenobióticos (Hamberg y Gardner, 1992; Calder y col., 2006; Durand y 
col., 2009; Wang y DuBois, 2010).  
 
Los JAs tienen un papel esencial en la adaptación de las plantas a distintos tipos de 
estrés, tanto abiótico como biótico, actuando como reguladores generales de respuesta  
frente a patógenos, insectos, herida, exposición a ozono, radiación ultravioleta y déficit 
hídrico, entre otros (Devoto y col., 2005; Browse y Howe, 2008; Kazan y Manners, 
2008; Browse, 2009; Wasternack y House, 2013). También participan en la modulación 
de  numerosos aspectos fisiológicos y de desarrollo como la producción y maduración 
de gametos, el progreso del ciclo celular, la activación de la producción de antocianinas,  
la formación de tricomas, el crecimiento de la raíz, el enrollamiento del zarcillo en la 
vid y la senescencia (Feys y col., 1994; Ellis y Turner., 2001; Li y col., 2004; Boughton 
y col., 2005; Pauwels y col., 2008; Zhang y Turner, 2008; Pauwels et al., 2009; 
Reinbothe y col., 2009; Yoshida y col., 2009; Qi y col., 2011; Depuydt y Hardtke, 
2011). 
 
1.1.1. Metabolismo del JA 
1.1.1.1. Biosíntesis de JA 
En Arabidopsis, los JAs son sintetizados en la ruta de los octadecanoides a partir del 
ácido α-linolénico (18:3) (αLA) y el ácido hexadecatrienoico (16:3) (Gfeller y col., 
2010; Wasternack y Kombrink, 2010; Acosta y Farmer, 2010; Wasternack y Hause, 
2013). La síntesis de JA comienza en las membranas de los plastos, donde las enzimas 
fosfolipasas DAD1 y DONGLE liberan αLA a partir de fosfolípidos de membrana 
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(Hyun y col., 2008; Farmer y Ryan, 1992; Mueller y col., 1993). En el cloroplasto, el 
αLA es oxidado por acción de las 13-lipooxigenasas (13-LOX) generando ácido 13-(S)-
hidroperóxido octadecatrienoico, 13-(S)-HPOT (Vick y Zimmerman, 1983; Bell y 
Mullet, 1993; Melan y col., 1993; Bannenber y col., 2009). Seguidamente y también en 
el plasto, la enzima sintasa de óxido de aleno (AOS1) deshidrata el 13-(S)-HPOT para 
convertirlo en ácido 12,13-epoxioctadecatrienoico u óxido de aleno (AO). La enzima 
AOS1 es un citocromo de la familia P450, CYP74A (Laudert y col., 1996; Laudert y 
Weiler, 1998). AOS1 constituye un paso esencial en la síntesis de la hormona ya que las 
plantas mutantes aos1 son incapaces de sintetizar JA y presentan esterilidad masculina 
(Park y col, 2002; von Malek y col., 2002). La última reacción enzimática que ocurre en 
el plasto la lleva a cabo la enzima ciclasa de óxido de aleno (AOC) que convierte  el AO 
en (9S,13S)-cis-(+)-OPDA (ácido oxo-fitodienoico) mediante una reacción de ciclación 
(Ziegler y col., 2000). El OPDA, en forma libre o esterificada como galactolípido de 
membrana (Andersson y col., 2006; Kourtchenko y col., 2007) es transportado al 
peroxisoma por un mecanismo que depende del transportador ABC CTS1/PXA1/PED3 
(COMATOSE1/PEROXIMAL ABC TRANSPORTER 1/PEROXISOME DEFICIENT3) 
(Zolman y col., 2001; Theodoulou y col., 2005; Footfitt y col., 2007). Puesto que las 
mutaciones en el gen CTS1 no bloquean totalmente las respuestas a JA, deben existir 
otros mecanismos que contribuyan a la exportación de (9S,13S)-cis-(+)-OPDA del 
cloroplasto (Theodoulou y col., 2005).  
 
En el peroxisoma, el (9S,13S)-cis-(+)-OPDA es oxidado a ácido 3-oxo-2(2´(Z)-
pentenil)-ciclopentano-1-octanoico (OPC:8) por la enzima OPDA reductasa 3 (OPR3) 
(Schaller y Weiller, 1997). El mutante opr3 de Arabidopsis presenta esterilidad 
masculina ya que es incapaz de producir JA (Costa y col., 2000; Strassner y col., 2002).  
Posteriormente tiene lugar la β-oxidación que acorta la cadena lateral carbonatada de la 
molécula OPC:8 y se lleva a cabo en tres rondas  (Miersch y Wasternack, 2000). En 
primer lugar las enzimas acil-CoA sintasas (ACS), como la OPCL1, esterifican acetil-
CoA a OPC:8 dando lugar a OPC:8-CoA (Koo y Howe, 2007). Seguidamente 
intervienen de forma secuencial las enzimas  acil-CoA oxidasas (ACX), que dan lugar a 
OPC:6, las proteínas multifuncionales (MFP)  y las enzimas del tipo 3-cetoacil-CoA 
tiolasa, como KAT2, dando lugar a JA-CoA (Miersch y Wasternack, 2000; Schilmiller 
y col., 2007; Delker y col., 2007; Castillo y León, 2008). La liberación del CoA da lugar 
al primer jasmonato, el (+)-7-iso-JA, que se libera del peroxisoma al citoplasma por un 
39 
 
mecanismo desconocido hasta el momento. Todos los genes que codifican para enzimas 
involucradas en la síntesis de JA se inducen por JA lo que lleva a suponer que la 
regulación de la biosíntesis de JA se lleva a cabo por un mecanismo de 
retroalimentación positiva (Wasternack, 2006). (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Biosíntesis del JA. La ruta de síntesis de JA se produce en dos compartimentos celulares, 
plastos y peroxisomas. Este proceso se inicia con la hidrólisis de ácidos grasos en el cloroplasto y 
tras distintas reacciones enzimáticas, termina con la liberación de JA al citoplasma de la célula 
(Adaptado de Acosta y Farmer, 2010).  
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El compuesto (+)-7-iso-JA es inestable y está en equilibrio con la forma trans [(-)-JA] y 
ambas formas son el punto de partida para la síntesis de los distintos metabolitos 
derivados del JA. La enzima JA metiltransferasa (JMT) metila en JA en su grupo 
carboxilo dando lugar a MeJA (Creelman y Mullet, 1995). En Arabidopsis, por acción 
de la enzima JAR1 se pueden forman JA-Isoleucina (JA-Ile), JA-Leucina (JA-Leu), JA-
Valina (JA-Val), JA-Fenilalanina (JA-Phe), JA-Triptófano (JA-Trp) y JA-ACC, donde 
el compuesto ACC es la molécula precursora de la síntesis de etileno (ET) (Staswick y 
Tiryaki, 2004; Staswick, 2009). También se dan otras reacciones donde el JA puede ser 
esterificado con glucosa, o hidroxilado en las posiciones de la cadena carbonatada 11 o 
12. Además, el 12-OH-JA puede ser sulfonado, glucosilado o conjugado con Ile (Gidda 
et al., 2003; Swątek et al., 2004) (figura 2). 
 
 
  
 
 
 
 
 
Aunque se ha considerado al JA y MeJA como las principales moléculas 
biológicamente activas (Creelman y Mullet, 1995), estudios recientes han demostrado 
que ambos son precursores del jasmonato bioactivo JA-Ile, entendiendo molécula 
bioactiva como aquella capaz de unirse al receptor y activar una respuesta fisiológica 
(Staswick y Tiryaki, 2004; Suza y col., 2010, Fonseca y col., 2009a). 
Figura 2. Derivados del JA. La molécula de JA en el citoplasma se modifica químicamente por 
adicción y/o sustracción de grupos funcionales dando lugar a distintos derivados. Se han identificado 
las enzimas JAR1 y JAR4 y la enzima metiltransferasa de JA (JMT) responsables de la formación de 
JA-Ile y MeJA, respectivamente. Además el citocromo CYP94B3 es el responsable de la inactivación 
de JA-Ile por hidroxilación y carboxilación (Adaptado de Wasternack y Kombrink, 2009). 
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En la naturaleza el compuesto JA-Ile existe como una mezcla racémica de los 
diastereoisómeros (-)-JA-L-Ile y (+)-7-iso-JA-L-Ile (Miersch y col., 1986; Guranowski 
y col., 2007; Fonseca y col., 2009a), pero ensayos bioquímicos con cada uno de los 
isómeros puros de JA-Ile demostraron que la forma bioactiva de la hormona es el 
compuesto (+)-7-iso-JA-L-Ile (Fonseca y col., 2009a).  
 
1.1.1.2. Catabolismo de JA 
Se han descrito distintos tipos de mecanismos de inactivación metabólica de la hormona 
bioactiva, el JA-Ile, que lleva a la atenuación de la señalización que controla dicha 
hormona. En primer lugar mediante epimerización se desplaza el equilibrio de la forma 
bio-activa de la hormona (+)-7-iso-JA-L-Ile a su forma inactiva (-)-JA-L-Ile, y se ha 
sugerido que esta epimerización podría estar regulada por cambios en el pH o en el 
estado redox de la célula (Fonseca y col., 2009a; 2009b). También el propio JA puede 
ser inactivado por epimerización de la forma cis [(+)-7-iso-JA] a la trans [(-)-JA] 
(Farmer, 1994; Schulze y col., 2006). Además, la inactivación también puede ser 
llevada a cabo por amidohidrolasas, como la IAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3) o la 
ILL6 (IAA-LEUCINE RESISTANT (ILR)-LIKE GENE 6), que catalizan el paso de JA-
Ile a JA (Woldemariam y col., 2012; Widemann y col., 2013). Finalmente, la 
inactivación puede llevarse a cabo mediante oxidación del carbono 12 de la cadena 
carbonatada del JA-Ile que dará lugar a 12-OH-JA-Ile y al compuesto más polar 12-
COOH-JA-Ile (Miersch y col., 2008; Glauser y col., 2008). Esta oxidación es llevada a 
cabo por los citocromos P450 CYP94B3 y CYP94C1 (Koo y col., 2011; Kitaoka y col. 
2011; Heitz y col., 2012; Koo y col., 2014). 
 
1.2. Funciones de los JAs 
1.2.1. Defensa  
En la naturaleza, las plantas son atacadas de forma simultánea por patógenos biotrófos, 
necrotrófos o por insectos. Ante un factor de estrés determinado la planta activa una 
respuesta concreta, tanto a nivel local como sistémico, que resulta del balance de las 
diferentes vías de señalización que participan y que dará lugar a la activación 
transcripcional, síntesis y degradación de proteínas o la acumulación de metabolitos 
secundarios (Fujita y col., 2006; Balbi y Devoto, 2008; Acosta y Farmer, 2010; 
Wasternack y Hause, 2013). Los JAs tienen un papel principal en la activación de 
defensas frente a patógenos necrotrofos y frente a insectos masticadores. 
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1.2.1.1. Patógenos necrotrofos 
Los JAs son importantes mediadores en la defensa frente a patógenos necrotrofos ya 
que los mutantes de síntesis o señalización del JA presentan mayor susceptibilidad a 
dichos patógenos (Vijayan y col., 1998; Penninckx y col., 1998 Tiryaki y Staswick, 
2002; Lorenzo y col., 2003; Lorenzo y col., 2004; Kachroo y Kachroo, 2009). La 
activación de estas defensas requiere una acción conjunta (sinergística) del JA con el ET 
(Lorenzo y col. 2003; Jones y Dangl, 2006; Erb y col., 2012; Thaler y col., 2012; 
Pieterse y col., 2012). La integración de estas dos señales esta mediada por FTs de la 
familia ERF/AP2, como ERF1 y ORA59 (Pré y col. 2008), cuya expresión se induce 
por la acción simultanea de ambas hormonas y activan la expresión de genes PR 
(Patogenesis Related) como PDF1.2 y b-CHI (Berrocal-Lobo y col., 2002; Lorenzo y 
col., 2003; McGrath y col., 2005; Pré y col., 2008; van Verk et al., 2011). ERF1 está 
regulado transcripcionalmente por EIN3 (Solano y col., 1998) y se ha descrito que la 
actividad de EIN3 está regulada por su interacción directa con la familia de represores 
JAZ (Jasmonate ZIM-domain protein), que se degradan en respuesta a JA-Ile (Zhu y 
col., 2011). Además de ERF1 y ORA59, otros FT ERF/AP2, activadores, como ERF2, y 
represores como ERF4, participan en esta interrelación JA/ET (McGrath y col., 2005; 
Pré y col., 2008; Zarei y col., 2011; Kazan, 2015).  
 
Además, en la resistencia a la infección fúngica también se ha descrito un papel de los 
FTs ANAC019 y ANAC055. Ambos actúan por debajo de MYC2 en la cascada de 
señalización y son activadores de genes de respuesta a JA como LOX2 y VSP1 
(Delessert y col., 2005; Bu y col., 2008). 
 
También se ha descrito que las plantas producen N-acilamidas que confieren resistencia 
a patógenos necrotrofos mediante la activación de la cascada de señalización del JA y su 
biosíntesis (Méndez-Bravo y col., 2011).  
 
Además de los patógenos necrotrofos, las plantas pueden ser también infectadas por 
patógenos biotrofos. La defensa frente a estos patógenos  se regula por la vía del  ácido 
salicílico (SA) principalmente (Durrant y Dong, 2004; Loake y Grant 2007). El JA 
modula negativamente la respuesta a patógenos biotrofos mediante antagonismo con el 
SA y viceversa (Bari y Jones, 2009). Así, NPR1, un componente principal de la ruta del 
SA, media la supresión de las defensas reguladas por JA  (Bruessow y col., 2010; León-
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Reyes y col., 2010; Thaler y col., 2012). Por el contrario,  los mutantes defectivos en la 
señalización de JA como coi1 o jin1 son más resistentes a la infección por bacterias 
hemibiotrofas como Pseudomonas syringae (P. syringae) (Feys y col., 1994; Kloek y 
col., 2001; Laurie-Berry y col., 2006). Algunas cepas de esta especie de bacterias, como 
P. syringae pv tomato DC3000 (Pst DC3000), mejoran su capacidad infectiva 
sintetizando coronatina (COR). La COR es una toxina que funciona como mimético 
funcional de la hormona activa JA-Ile, debido a su alto grado de similitud estructural, y 
favorece la formación del complejo co-receptor COI-JAZ activando, por tanto, la 
señalización por JA (Thines y col., 2007; Katsir y col., 2008; Melotto y col., 2008; Yan 
y col., 2009; Fonseca y col., 2009a). Debido al antagonismo entre las rutas de 
señalización de JA y SA, la activación de la ruta del JA por la COR en la planta 
infectada provoca la inactivación de las defensas mediadas por SA, lo que favorece la 
proliferación de la infección (Zhao y col., 2003; Brooks y col., 2005). 
 
1.2.1.2. Herbívoros  
La ruta de señalización de JA juega un papel esencial en la activación de las defensas de 
la planta frente a los herbívoros y el daño ocasionado por herida. El JA participa en la 
inducción génica de genes de defensa y de biosíntesis de novo de la hormona, en la 
producción de metabolitos secundarios que actúan como insecticidas o repelentes y en 
la formación de tricomas que son barreras naturales para repeler el ataque de los 
herbívoros (Reymond y col., 2004; Howe y Jander, 2008; Yan et al., 2007; Zhang y 
Turner, 2008; Yoshida et al., 2009; Schweizer y col., 2013). 
 
Entre los genes de defensa inducidos por JA se encuentran los involucrados en la 
síntesis de novo de la hormona (LOX2, AOS, OPR3 o JAR1) (Rayapuram y Baldwin, 
2006; Chung y col., 2008; Steppuhn y col, 2008; Wang y col., 2008; Meldau y col., 
2011). También se inducen genes implicados en la señalización del JA, como los genes 
de la familia JAZ o el factor de transcripción (FT) MYC2 y genes de defensa como las 
lectinas, defensinas y mirosinasas implicadas en la producción de metabolitos 
secundarios como los glucosinolatos (Yan et al., 2007; Zhang y Turner, 2008; Yoshida 
et al., 2009; Schweizer y col., 2013).  
 
Además, el JA controla cambios en el desarrollo de las hojas que han sido heridas, por 
ejemplo aumenta la formación de tricomas (Yan et al., 2007; Zhang y Turner, 2008; 
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Yoshida et al., 2009) mediante la activación transcripcional de los complejos formados 
por los FT MYB, TT8, GL3 y EGL3 (Payne y col., 2000; Zhang y col., 2003; Zhao y 
col., 2008; Yoshida y col., 2009; Qi y col., 2011). 
 
1.2.2. Desarrollo 
Los JAs además de regular respuestas de defensa también participan en procesos de 
desarrollo (Browse, 2009). Entre ellos, el mejor caracterizado es el control de la 
fertilidad. En Arabidopsis, los mutantes deficientes en la síntesis de JA (fad 3-2 fad7-2 
fad8, dad1, aos1, opr3/dde1) y algunos mutantes de señalización como coi1 presentan 
esterilidad masculina, ya que regulan la maduración de los granos de polen, la 
elongación del filamento del estambre y la dehiscencia de la antera (Feys y col., 1994; 
McConn y Browse, 1996; Sanders y col., 2000; Stintzi y Browse, 2000; Ishiguro y col., 
2001; Stintzi y col., 2001; Park y col., 2002; von Malek y col., 2002). Además, el JA 
induce la expresión de numerosos genes en el tejido del estambre, entre ellos varios FT 
de la familia MYB, como MYB21, MYB24 y MYB108 que juegan un papel esencial en 
la fertilidad de la planta (Mandaokar y col., 2003; Mandaokar y col., 2006; Cheng y 
col., 2009; Mandaokar y Browse, 2009). Además de estos FTs, se ha descrito que el FT 
MYC5 está implicado en la regulación de la fertilidad masculina, y podrían actuar en 
este proceso de forma redundante con otros MYCs (Figueroa y Browse, 2015).  
 
Por otra parte, las plantas mutantes para el gen COI de tomate, que tienen graves 
defectos en la viabilidad y germinación del polen, además presentan esterilidad 
femenina (Li y col., 2004b).  
 
1.3. Señalización de JA 
1.3.1.SCFCOI1 
El primero de los elementos descubierto en la ruta de señalización de JA fue la proteína 
COI1, identificado genéticamente como un mutante insensible a COR (Feys y col., 
1992). El gen responsable de la mutación coi1 se identificó en Arabidopsis mediante 
clonación posicional y se vio que codificaba una proteína con un dominio F-box (Xie y 
col., 1998). 
 
En Arabidopsis, COI1 tiene una función esencial en la regulación de la señalización por 
JA. Los mutantes coi1 presentan insensibilidad a la JA en el crecimiento de la raíz, son 
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estériles, y carecen de expresión de proteínas inducidas por JAs, como AtVSP, y 
proteínas implicadas en la defensa de la planta, como PDFs y Thi2.1 (Xie y col., 1998; 
Devoto y col., 2002; Xu y col., 2002; Devoto y col., 2005). Además, estudios 
transcriptómicos en mutantes coi1 muestran que COI1 regula la expresión de un gran 
número de genes de respuesta a JAs (Wang y col. 2008; Devoto y col. 2005). Los 
ortólogos de COI1 en tomate tienen un papel similar (Li y col. 2004). Todo esto indica 
que COI1 es necesario para todas las respuestas dependientes de JA probadas hasta el 
momento y su función esta conservada en distintas plantas. 
 
COI1 codifica una proteína que en su estructura presenta repeticiones ricas en leucina y 
un dominio F-box (Xie y col., 1998; Devoto y col., 2002; Xu y col., 2002). Las 
proteínas F-box forman parte de complejos SCF (Skip/Cullin/Fbox) ubiquitin ligasa E3, 
cuya función es la ubiquitinación de proteínas que serán degradadas en el proteasoma 
(Linghui y col. 2002; Feng y col. 2003; Lechner y col., 2006). Se ha demostrado que 
COI1 se asocia a componentes de complejos SCF, como ASK1, ASK2, CUL1 o RBX  
(Xu y col., 2002; Feng y col., 2003; Takahashi y col., 2004). Mutaciones de pérdida de 
función en estas proteínas o en otras que actúan como reguladores del complejo SCF, 
como AXR1, JAI4/SGT1b o CSN muestran deficiencias en la señalización de JA, tanto 
en inducción de la expresión génica, como en la defensa frente a patógenos o la 
inhibición del crecimiento de la raíz dependientes de JA (Kitagama y col. 1999; Austin 
y col. 2002; Azevedo y col., 2002; Tiryaki y Staswick, 2002; Xu y col., 2002; Feng y 
col., 2003; Gray y col. 2003; Lorenzo y col., 2004; Lorenzo y Solano, 2005; Ren y col., 
2005; Kawamura y col., 2009; Hind y col., 2011; Uppalapati y col., 2011).  
 
Todos estos datos apuntan a que COI1 forma parte de complejos SCF, y que por tanto, 
la degradación de proteínas por el proteosoma es un mecanismo fundamental de 
regulación de la señalización de JA (Chini y col. 2007).  
 
El complejo SCF está formado por 4 subunidades: ASK1, CDC53 (o culina), RBX1 
(ring box protein) y F-box. La culina se une a RBX1 y a ASK, y esta última 
interacciona con la F-box (Linghui y col. 2002; Devoto y col. 2002; Moon y col. 2004).  
Las F-box son una superfamilia de proteínas llamadas así por un dominio altamente 
conservado de 60 aminoácidos en la región amino terminal responsable de la unión a 
46 
 
ASK1. Existen también dominios de interacción proteína-proteína, como las regiones 
ricas en leucinas, donde se unirán los sustratos (Gagne y col., 2004; Moon y col., 2004).  
 Estos complejos participan en la regulación de distintas vías de señalización hormonal 
(auxinas (AUX), giberelinas (GA), JAs, ET, etc.), fotomorfogénesis, ritmos circadianos, 
desarrollo floral y senescencia (Leyser y col., 1993; Penninckx y col., 1996; Pozo y col., 
1998; Lorenzo y Solano, 2005; Shen y col. 2012; Salehin y col., 2015). La especificidad 
de cada ruta viene dada por la subunidad F-box, ya que el resto de las subunidades son 
comunes a todos los complejos SCF.  
 
La resolución cristalográfica de la estructura de COI1 ha revelado que esta proteína es el 
co-receptor de JA-Ile, la hormona bioactiva (Fonseca y col., 2009a; Sheard y col., 
2010). COI1 es estructuralmente semejante a TIR1, otra proteína F-box que participa en 
los complejos SCFTIR1 y está implicada en la percepción de auxinas y degradación de 
los represores AUX/IAA (Dharmasiri y col., 2005; Kepinski y Leyser, 2005; Tan y col., 
2007). En la zona N-terminal, COI1 tiene el dominio conservado F-box, que consta de 
tres hélices, y es el responsable de la unión a ASK1. En la parte C-terminal contiene 18 
repeticiones en tándem ricas en leucina (LRRs) que forman una estructura 
tridimensional en forma de herradura que conforman el dominio donde se da la unión a 
JA-Ile (Melotto y col., 2008; Sheard y col., 2010). 
 
Los datos genéticos, bioquímicos y cristalográficos han puesto de manifiesto la 
importancia de COI1 en la señalización de JA tanto en su faceta de co-receptor de la 
hormona, como en su función de F-box implicada en la ubiquitinación y degradación de 
los represores de esta ruta hormonal, las proteínas JAZ (Chini y col., 2007; Thines y 
col., 2007; Yan y col., 2007) que serán objeto de estudio en esta tesis. 
 
1.3.1.1. Vía ubiquitin-proteasoma 26S 
En plantas, la regulación de la degradación de proteínas por la vía ubiquitin-proteasoma 
26S afecta a numerosos procesos, entre ellos la regulación de la señalización hormonal 
(Moon y col., 2004; Stone y col., 2005; Chini y col., 2007; Yee y Goring, 2009; Trujillo 
y Shirasu, 2010; Wang y Deng, 2011;  Irigoyen y col., 2014; Stone, 2014; del Pozo y 
Manzano, 2014). 
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La función principal de esta vía es conjugar ubiquitina a residuos de lisina de las 
proteínas diana, esto las marca como sustratos del proteasoma 26S, donde serán 
degradadas. En el proceso de ubiquitinación intervienen tres enzimas. La E1 (enzima 
activadora de la ubiquitina) genera la forma activa de la ubiquitina formando un enlace 
tioester en el carboxilo terminal, y la tranfiere a la enzima E2. Esta reacción depende de 
ATP. E2 se une a E3 y tranfiere la ubiquitina a la proteína diana, que está unida a E3. 
E3 es la enzima que da especificidad de sustrato (y dentro de la E3, la F-box). Este 
proceso de ubiquitinación se repite varias veces ya que el proteasoma 26S degrada 
proteínas poliubiquitinadas (del Pozo y Stelle, 2000; Mazzucotelli y col., 2006; Marino 
y col., 2012; Chen y Hellmann, 2013; Duplen y Rivas, 2014). 
 
El proteasoma 26S es un complejo formado por una subunidad proteolítica 20S y 
partículas reguladoras 19S. La subunidad proteolítica la forman subunidades α y β 
dispuestas formando un canal que es donde la proteína se degrada en pequeños 
péptidos. Las subunidades reguladoras se disponen a ambos lados del canal. Las de la 
región de entrada reconocen los sustratos poliubiquitinados y reciclan la ubiquitina, y 
las de la base impiden que el sustrato se despliegue mientras está siendo procesado 
(Moon y col., 2004; Vierstra, 2009). 
 
1.3.2. Factores de transcripción  
Los FTs que regulan respuestas a JA son mayoritariamente de tipo bHLH. En 
Arabidopsis, se han identificado alrededor de 133 genes bHLH. Estos genes se 
subdividen en 12 familias, y en cada uno de los grupos principales hay motivos 
conservados fuera del motivo de unión a ADN (dominio bHLH). La posible 
redundancia entre los miembros de los subgrupos podría deberse a que algunos de ellos 
compartan la misma función (Heim y col., 2003).  
 
Dentro de la familia de los bHLH, e implicados en la vía  de señalización de JA, se han 
descrito los FTs MYC2, MYC3, MYC4, MYC5, bHLH003, bHLH013 y bHLH017. 
Todos ellos son dianas directas de las proteínas represoras JAZs, identificadas y 
caracterizadas en este trabajo (Lorenzo y col., 2004; Fernández-Calvo y col., 2011; 
Cheng y col., 2011; Niu y col., 2011; Sasaki-Sekimoto y col., 2013; Song y col., 2013: 
Nakata y col., 2013; Fonseca y col., 2014; Figueroa y Browse; 2015). 
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1.3.2.1. MYC2 
Es el FT mejor caracterizado hasta la fecha implicado en la vía de señalización del JA, 
además de ser la primera diana descrita de las proteínas represoras JAZs (Chini y col. 
 2007; Kazan y Manners, 2013). 
 
En Arabidopsis, MYC2 está codificado por el gen JIN1/JAI1 (JASMONATE 
INSENSITIVE 1), que fue identificado en un escrutinio genético de mutantes insensibles 
a la hormona (Berger y Col., 1996; Lorenzo y col., 2004). De forma paralela en tomate, 
y mediante un escrutinio con librerías de ADNc se llegó al descubrimiento de  MYC2 y 
MYC10 (Boter y col., 2004). En ambas especies los ortólogos funcionales del gen 
MYC2 se inducen por JA y por daño mecánico. Esta inducción depende de COI1.  
 
En Arabidopsis, el mutante de pérdida de función jin1 (Lorenzo y col., 2004) muestra 
una pérdida de respuesta a JA. Sin embargo, el fenotipo de estos mutantes es más débil 
que el de coi1, lo que sugiere que no todos los procesos regulados por COI1 están 
alterados en jin1. Por ejemplo, la fertilidad masculina, que es un carácter regulado por 
JA y defectivo en coi1, no está afectada en los alelos de jin1. Además, jin1 se 
caracteriza por ser parcialmente insensible a JA en la inhibición del crecimiento de la 
raíz provocada por JA y es más resistente a patógenos necrotrofos como Botrytis 
cinerea (B. cinerea) y Plectosphaerella cucumerina (Lorenzo y col., 2004).  
 
Análisis de expresión génica realizados con varios alelos mutantes de MYC2, confirman 
que MYC2 regula la expresión de un amplio conjunto de genes relacionados con la 
señalización de JA (Lorenzo et al., 2004; Dombrecht y col., 2007). La expresión 
constitutiva de MYC2 en plantas transgénicas da como resultado una hipersensibilidad a 
la hormona, pero no promueve una respuesta constitutiva a JA en ausencia de la señal 
hormonal. Todo esto sugiere la existencia de factores adicionales que cooperan con 
MYC2 en la activación de la respuesta a esta fitohormona (Lorenzo y col., 2005, 
Fernández-Calvo y col., 2011, Schweizer y col., 2013; Fonseca y col., 2014; Kazan y 
Manners, 2013). 
 
A nivel molecular, MYC2 regula diferencialmente dos grupos de genes inducidos por 
JA (Lorenzo y col, 2004; Dombrecht y col., 2007). El primer grupo incluye genes 
implicados en la respuesta de defensa frente a bacterias, patógenos necrotrofos y en el 
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metabolismo del triptófano, y se encuentran reprimidos por MYC2. El segundo grupo 
de genes lo forman genes relacionados con la respuesta sistémica a herida, biosíntesis de 
antocianinas y flavonoides, inhibición del crecimiento de la raíz y biosíntesis de JA, y 
es activado por MYC2. Además, MYC2 altera la expresión de diversos FTs, de genes 
que participan en la modulación de niveles de metabolitos como tocoferoles, de genes 
que controlan el balance de fitohormonas (induce a AOC4 implicada en la síntesis de 
JA, y reprime a ACS6 implicada en la síntesis de ET) y el equilibrio de óxido-reducción, 
modifica la expresión de genes relacionados con la síntesis y transporte de auxinas, 
regula positivamente la síntesis de glucosinolatos, que son metabolitos secundarios que 
participan en la defensa frente a patógenos (Boter y col., 2004; Lorenzo y col., 2004; 
Lorenzo y Solano, 2005, Kazan y Manners 2014; Schweizer y col., 2013). 
 
La proteína MYC2 se localiza en el núcleo celular, sin que esta ubicación parezca estar 
regulada hormonalmente (Lorenzo y col., 2004, Chini y col. 2007). Mediante el uso de 
Protein-Binding-Microarrays (PBMs; Godoy y col., 2011) se ha demostrado que 
MYC2 reconoce la caja G  (CATGTG) y variantes, como la caja T/G (AACGTG) 
(Godoy y col., 2011; Franco-Zorrilla y col., 2014). Estas cajas son elementos cis 
indispensables en la expresión mediada por JA de VSP1 y PDF1.2 en Arabidopsis 
(Guerineau y col., 2003; Brown y col., 2003). También.se encuentran en promotores de 
genes regulados por JA y que participan en la defensa frente a patógenos, respuesta 
frente a insectos y a herida, estrés hídrico, fotosíntesis, producción de alcaloides, etc. 
(Abe y col., 2003; Guerineau y col., 2003; Boter y col., 2004; Yadav y col., 2005; Chini 
y col., 2007; Dombrech y col., 2007; Bilgin y col., 2010, Godoy y col., 2011). En 
tabaco y patata se ha visto que la caja G se requiere para la transcripción de genes 
inducidos por JA o MeJA, lo que sugiere que su función esta conservada 
filogenéticamente (Kim y col., 1992; Delessert y col., 2004; Xu y col., 2004; De Boer y 
col., 2011; Shoji y Hashimoto, 2011).  
 
Para iniciar la transcripción MYC2 interacciona con la proteína MED25, que forma 
parte del complejo regulador que recluta a la ARN polimerasa II requerida para iniciar 
la transcripción (Kidd y col., 2009; Cevik y col., 2012; Chen y col., 2012). 
 
De forma adicional, MYC2 es un FT que influye en las rutas de señalización de 
respuesta a la luz, ET y ABA en Arabidopsis. Todo esto sugiere que podría actuar como 
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un integrador general de la respuesta de la planta a diferentes tipos de estrés ambiental 
(Abe y col., 2003; Yadav y col., 2005; Dombrecht y col., 2007; Gangappa y col., 2010; 
Kazan y Manners, 2013; Zhu y col., 2014; Chico y col., 2014). 
 
Por otra parte, MYC2 es necesario en la supresión de las defensas que dependen de SA 
durante la infección con P. syringae (Laurie-Berry y col., 2006). Además, participa en 
el establecimiento de la resistencia sistémica inducida (ISR) cuando las raíces de 
Arabidopsis son colonizadas por la rizobacteria Pseudomonas fluorescens (Pozo y col., 
2008).  
 
Recientemente se ha descrito que MYC2 participa en la regulación de la respuesta de 
defensa dependiente de JA en condiciones de sombra, donde su desestabilización en 
dichas condiciones provoca un aumento de la susceptibilidad frente a patógenos. La 
estabilidad de MYC2 está regulada por el ratio R/FR, participando en dicha regulación 
los fitocromos A y B (Moreno y col., 2003; Chico y col., 2014).   
 
Estructuralmente la proteína MYC2 presenta un dominio HLH formado por dos hélices 
alifáticas unidas por una región aminoacídica implicada en la formación de homo y 
hetero-dímeros con otros FTs, como MYC3 y MYC4, que se describirán a continuación 
(Fonseca y col. 2009; Fernández-Calvo y col., 2011). También posee una región básica 
de unión a ADN (Toledo-Ortiz y col. 2003) y una región denominada JID (JAZ-
Interaction-Domain) por la que interacciona con las proteínas JAZ, presente también en 
los FT MYC3 y MYC4 (Chini y col., 2007; Fernández-Calvo y col., 2011). Además 
MYC2 posee una región rica en residuos de serina caracterizada como dominio de 
fosforilación, y se ha descrito que la fosforilación tiene un papel importante en la 
regulación de la señalización por JA (Rojo y col., 1998; Takahashi y col., 2007; Hiruma 
y col., 2011). Las kinasas moduladoras podrían ser MKK3-MAPK6, ya que ambas 
tienen un papel en la inhibición del crecimiento de la raíz y la expresión de genes 
dependientes de JA. El JA activaría a MAPK6 de modo dependiente de MKK3 y ambas 
reprimirían la acción transcripcional de MYC2 (Takahashi y col., 2007; Schweighofer y 
Meskiene, 2008; Hettenhausen y col., 2014). Sin embargo, recientemente se ha 
identificado que la fosforilación del aminoácido Thr328 es fundamental para la 
activación de MYC2 y subsecuente degradación (Qingzhe y col., 2013).   
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1.3.2.2. MYC3, MYC4 y MYC5 
Distintos grupos de investigación han identificado y caracterizado otros tres miembros 
de la familia bHLH, MYC3, MYC4 y MYC5, cercanos filogenéticamente a MYC2 
(Fernández-Calvo y col., 2011; Cheng y col., 2011; Niu y col., 2011; Figueroa y 
Browse, 2015).  
 
Son proteínas nucleares que unen ADN con especificidad de unión similar a MYC2 
(Godoy y col., 2011; Fernandez-Calvo y col., 2011; Franco-Zorrilla y col., 2014). 
Además, interaccionan con los represores JAZ, caracterizados en esta tesis, por el 
dominio JID  y pueden formar homo- y heterodímeros entre ellos y con MYC2 por el 
dominio HLH (Fernández-Calvo y col., 2011; Figueroa y Browse, 2015). 
 
MYC3 y MYC4 actúan sinérgicamente con MYC2 activando respuestas a JA, como la 
inhibición del crecimiento de la raíz y la defensa frente a patógenos e insectos. 
Mutaciones de pérdida de función en MYC3 y MYC4 comprometen la respuesta a JA e 
incrementan las insensibilidad a la hormona de los mutantes jin1. Además, los triples 
mutantes myc2 myc3 myc4 son tan defectivos como coi1-1 en la activación de algunas 
de las respuestas dependientes de JA, como por ejemplo, la susceptibilidad al patógeno 
bacteriano P. syringae, la resistencia al herbívoro generalista Spodoptera littoralis o la 
inducción de genes de respuesta a JA (JAZ10 y VSP2) (Fernández-Calvo y col., 2011; 
Cheng y col., 2011; Niu y col., 2011). 
 
MYC3 y MYC4 comparten funciones con MYC2, pero cada uno de ellos parece tener 
un papel predominante en un proceso concreto. Mientras que MYC2 juega un papel 
principal en la inhibición del crecimiento de raíz, MYC3 y MYC4 parecen ser más 
importantes en la regulación de las respuestas frente a herbívoros (Fernández-Calvo y 
col., 2011). 
 
Además, estos FTs son esenciales para la inducción transcripcional de los enzimas 
implicados en la biosíntesis de glucosinolatos, que son metabolitos secundarios 
implicados en la defensa frente a insectos (Schweizer y col. 2013).  
 
También se ha descrito que estas proteínas se desestabilizan en condiciones de sombra 
(luz enriquecida en luz infrarroja). La inactivación de la vía de señalización del JA, 
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mediada por la desestabilización de los FT que la activan, da lugar a una mayor 
susceptibilidad a patógenos en dichas condiciones (Chico y col., 2015).   
 
Mientras MYC2, MYC3 y MYC4 parecen estar más implicados en respuestas a JA en 
tejido vegetativo, MYC5 parece estar implicado en la regulación de la fertilidad 
masculina, ya que regula la viabilidad del polen, la dehiscencia de las anteras y la 
elongación del filamento del estambre, induciendo la expresión de MYB21 (Figueroa y 
Browse, 2015). 
 
1.3.2.3. bHLH003, bHLH013 y bHLH017 
Recientemente se han identificado otros FTs de tipo bHLH (bHLH003, bHLH013 y 
bHLH017), filogenéticamente relacionados con MYC2, MYC3, MYC4 y MYC5 
(Sasaki-Sekimoto y col., 2013; Song y col., 2013: Nakata y col., 2013; Fonseca y col., 
2014).  
 
Estos tres FTs, a diferencia de lo descrito para los MYCs, se comportan como 
respresores transcripcionales de respuestas dependientes de JA, como son la inhibición 
del crecimiento de la raíz, acumulación de antocianinas y clorofilas y resistencia frente a 
patógenos bacterianos (Sasaki-Sekimoto y col., 2013; Song y col., 2013: Nakata y col., 
2013; Fonseca y col., 2014). Estos FTs tienen la misma especificidad de unión a ADN 
que los MYCs (Fonseca y col., 2014), lo que ha sugerido que podrían reprimir la vía del 
JA mediante competición con los FT MYCs por las secuencias diana cis de los 
promotores que regulan. 
 
1.3.2.4. Otros factores cis y trans 
Las proteínas JAZs interaccionan con los FTs  EIN3 y EIL1, inhibiendo su actividad 
transcripcional en respuesta a ET. Esta regulación es clave para entender el sinergismo 
entre las hormona ET y JA en la activación de defensas (Zhu y col., 2011). El ET 
estabiliza a las proteínas EIN3 y EIL1, mientras que una parte de las mismas se 
mantiene inactiva por la acción de los represores JAZs. La acción conjunta de ET y JA 
tiene un efecto sinérgico puesto que estabiliza y des-reprime a estos FTs (Zhu y col., 
2011).  
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Se ha descrito que los FTs de tipo BHLH, GL3 (GLABRA3), EGL3 (ENHANCER OF 
GLABRA3) y TT8 (TRANSPARENT TESTA8), junto con los FTs MYB75 y  GL1 
(GLABRA1) participan en la regulación transcripcional dependiente de JA que activa la 
producción de antocianinas e iniciación de tricomas en Arabidopsis. Estos FT son 
también dianas de los represores JAZ (Qi y col., 2011).   
 
Entre los genes implicados en la ruta de señalización de los JA, cuya expresión depende 
de COI1 se encuentran numerosos FTs de las familias ERF/AP2, WRKY, ORA, NAC, 
b-ZIP y ARF (Lorenzo y col., 2003; Heim y col., 2003; Lorenzo y col., 2004; Li y col., 
2004; McGrath y col., 2005; Nagpal y col., 2005; Yang y col., 2005; Li y col., 2006; 
Chini y col., 2007; Pauwels y col. 2008; Pré y col. 2008; Tabata y col., 2010; Zander y 
col., 2010; Zarei y col., 2011; Fernández-Calvo y col., 2011; Fonseca y col., 2014). No 
se ha visto que estos FTs interaccionen con los represores JAZ, por lo que se suponen 
que deben ser dianas de los FTs descritos arriba. 
 
Además de las cajas G y derivados, se han descrito otros elementos cis regulados por 
JA, como el motivo GCC, el elemento TGACG o las secuencias JASE (JASMONATE-
RESPONSIVE ELEMENT) (Memmelink, 2009). El motivo GCC es un elemento de 
respuesta a JA y ET (Ohme-Takagi y Shinshi, 1995; Menke y col., 1999; Fujimoto y 
col., 2000; Brown y col., 2003). En Arabidopsis el motivo GCC aparece en genes como 
PDF1.2 que se inducen en respuesta a patógenos necrotrofos donde JA y ET actúan de 
forma sinérgica (Penninckx y col., 1998). La expresión de este gen está regulada por 
ERF1 (Solano y col., 1998), que reconoce específicamente el motivo GCC, como se ha 
demostrado mediante el uso de Protein-Binding-Microarrays (PBMs)  (Godoy y col., 
2011, Franco-Zorrilla y col., 2014).  
 
1.4. Antecedentes en el laboratorio 
1.4.1. Identificación de JAI3/JAZ3 
Al inicio de esta tesis, el complejo SCFCOI1 y el FT MYC2 eran los dos componentes 
esenciales y mejor caracterizados de la ruta de señalización de JA.  En la búsqueda de 
nuevos componentes de la ruta de señalización de JA en A. thaliana, en  el laboratorio 
de Roberto Solano se aisló mediante cribado genético un nuevo mutante dominante 
insensible a JA, Jasmonate-Insensitive3-1 (jai3-1; Lorenzo et al., 2004). 
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Análisis transcriptómicos demostraron que en mutantes jai3-1 la expresión  de genes 
implicados en la respuesta a JA estaba reprimida en comparación con plantas silvestres 
(Figura 3a y  apéndice tabla suplementaria 1). 
 
La mayoría de los 31 genes que se encuentran reprimidos en  jai3-1 se inducen en 
plantas silvestres por tratamiento con JA (Figura 3a). Estos resultados apoyan la 
hipótesis de que JAI3/JAZ3 es esencial en la vía de señalización de JA (Figura3a y  
apéndice tabla suplementaria 1; Chini y col., 2007). 
 
Mediante clonaje posicional se identificó el gen mutado como At3g17860. Este gen 
codifica JAI3/JAZ3, miembro fundacional de la familia JAZ (Jasmonate ZIM-domain 
protein; Chini y col., 2007). Se analizó por secuenciación el gen At3g17860 en el 
mutante jai3-1, y se observó que presentaba un cambio de base (G por A) en el sitio de 
procesamiento (splicing) del  5º intrón de su ARN mensajero. La secuenciación del 
correspondiente DNA complementario demostró que el ARN  mensajero del mutante 
jai3-1 carecía de  los dos últimos exones del gen JAZ3,  lo que daba lugar a la expresión 
de una proteína aberrante que carece del dominio Jas y poseía catorce aminoácidos 
adicionales codificados por el 5º intrón (figura 3b). Se obtuvieron y analizaron plantas 
transgénicas de Arabidopsis que sobre-expresaban la proteína aberrante JAZ3ΔC 
(aminoácidos del 1 al 298 de JAZ3, la misma proteína que en el mutante jai3-1 sin los 
14 aminoácidos extra codificados por el 5º intrón). Estas plantas presentaban 
insensibilidad a JA, mostrando un menor acortamiento de la raíz en presencia de dicha 
hormona en comparación con plántulas Col-0. Dicha insensibilidad a la hormona era 
similar a la de plántulas mutantes jai3-1  (figura 3e, f, h). Esto confirmó, que esta 
mutación es la responsable del fenotipo dominante de insensibilidad a JA que se observa 
en los mutantes jai3-1 (Chini y col., 2007).  Se generaron también plantas transgénicas 
que sobre-expresaban la proteína JAZ3 silvestre y se observó que no presentaban 
insensibilidad a JA  (figura 3g). Esto hace suponer que el dominio Jas tiene un papel 
crucial en la regulación (probablemente represión) de la actividad de JAZ3.  
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Aunque la identificación y caracterización de los genes JAZ es el objeto de estudio en 
esta tesis, resumo aquí algunas de sus características clave para facilitar su comprensión:  
 
La familia JAZ es un subgrupo de la familia de proteínas TIFY, llamada así por la 
conservación en su secuencia del motivo TIFYXG (Vanholme y col., 2007; Bai y col., 
2011). Esta familia génica es específica de plantas e incluye a proteínas presentes en 
plantas superiores y en musgos, pero no en algas.  
 
En Arabidopsis, la familia JAZ está compuesta por 12 proteínas (figura suplementaria 
1). En su estructura tiene dos dominios altamente conservados, ZIM/TIFY y Jas. El 
e f g h 
b c 
JAZ3 WT 294 VMAPTVALPLARKASLARFLEKRKERVTSVSPYCLDKKSSTDCRRSMSECISSSLSSAT* 
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Figura 3. Identificación y caracterización de JAZ3 a. Resultados del análisis transcriptómico que 
muestra los genes diferencialmente expresados en el mutante jai3-1con respecto a plantas silvestres 
después de ser tratadas con JA (0.5, 1 y 3 horas). Los datos de regulación por JA de estos genes se 
obtuvieron de bases de datos públicas (http://bbc.botany.utoronto.ca/affydb/cgi-bin 
/affy_db_exprss_browser_in.cgi). Los genes JAZ están destacados en rojo. Los datos se representan en 
escala logarítmica. b. Representación esquemática de la organización genómica de JAI3 y el mutante 
jai3-1. c. Representación esquemática de los dominios estructurales de las proteínas JAZ3 y JAZ3∆C. 
Se muestran los dominios  ZIM y Jas. d. Secuencia carboxilo terminal de las proteínas JAZ3 y JAZ3-
1. El dominio Jas se encuentra destacado en negrita y cursiva. e–h. Ensayo de inhibición del 
crecimiento de la raíz  en  el mutante jai3-1 (e), Col-0 (f), y plantas transgénicas que sobre-expresan 
JAZ3 (g) o  JAZ3ΔC (h). Escala, 5 mm. 
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dominio ZIM, de 37 aa, se localiza en  la región amino terminal de las proteínas. Se 
encuentra en todos los miembros de la familia TIFY y fue descrito anteriormente en FTs 
como ZIM1, ZIM-LIKE1 y ZIM-LIKE2 (Nishii y col., 2000; Shikata y col., 2004).  
 
Dentro de este dominio, la región más conservada está constituida por 6 aminoácidos 
que forman el motivo TIFY. Se ha descrito que el dominio ZIM interviene en la 
formación de homo- y heterómeros entre los represores JAZ y en la interacción con la 
proteína adaptadora NINJA, cuya identificación y caracterización es también objeto de 
esta tesis (Chini y col., 2009; Chung y Howe, 2009; Pauwels y col., 2010). 
 
Por otra parte, el dominio Jas es una secuencia de 26 aminoácidos altamente conservada 
y específica de la familia JAZ que se localiza en la región carboxilo terminal. Este 
dominio es el responsable de la interacción con los FT  y con COI (Chini y col., 2007; 
Thines y col., 2007; Yan et al., 2007).  
 
La resolución cristalográfica de la estructura COI1-ASK1-JAZ reveló que COI1 y los 
represores JAZ son co-receptores de la hormona (Sheard y col., 2010). El dominio Jas 
se pliega dando lugar a una estructura bipartita que  permite a los JAZ interaccionar con 
COI1 y con la hormona de forma simultánea. Esta interacción solamente puede llevarse 
a cabo cuando está presente el cofactor inositol-pentakisfosfato (InsP5) (Sheard y col., 
2010; Mosblech y col., 2011). 
 
Además de su implicación en la ruta de señalización del JA, las proteínas JAZ 
participan en la regulación de otras vías de señalización hormonal, como las GAs o el 
ET. Se ha descrito que las proteínas JAZ interaccionan de forma directa con los 
represores de la vía de señalización de las GAs, las proteínas DELLA, lo que lleva a una 
atenuación de la represión de las respectivas rutas hormonales que regulan. Por tanto, en 
presencia de GAs, las proteínas DELLA son degradadas y las proteínas JAZ podrían 
interaccionar con MYC2 y otros FTs reprimiendo la activación de la ruta del JA. Por 
otro lado, el JA-Ile induce la degradación de los JAZ, permitiendo que las proteínas 
DELLA se unan y repriman a los FT PIF (Hou y col., 2010; Yao y col., 2011).  
 
En el caso del ET, las proteínas JAZ interaccionan con los FTs EIN3 y EIL1, inhibiendo 
su actividad transcripcional. Como se describe anteriormente, esta regulación es clave 
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para entender el sinergismo entre las hormona ET y JA en la activación de defensas 
(Zhu y col., 2011).  
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A pesar de la importancia de los jasmonatos para la defensa y el desarrollo de las 
plantas, el conocimiento de los mecanismos moleculares que median su señalización era 
muy limitado al inicio de este trabajo. El objetivo general de esta tesis era profundizar 
en la caracterización de la ruta de señalización de los jasmonatos, a través de la 
caracterización molecular del gen JAZ3, que como se describe en Antecedentes, 
acababa de ser identificado mediante la clonación molecular del mutante insensible a 
jasmónico, jai3-1 (jasmonate-insensitive3-1). Concretamente, se plantearon los 
siguientes objetivos: 
1. Definir la función de la proteína JAZ3 y otros miembros de esta familia en la 
regulación de la señalización de JA. 
2 Búsqueda de nuevos componentes moleculares que nos permitan avanzar en el 
conocimiento de esta ruta de señalización, mediante la identificación de 
interactores de JAZ3. 
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                                                                     4. Resultados 
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3.1. La familia de proteínas JAZs y su función represora en la vía de señalización 
del JA 
3.1.1. Caracterización molecular de JAZ3 y otras proteínas JAZs 
3.1.1.1 Interacción JAZ3/COI1 
La naturaleza dominante (negativa) del fenotipo de insensibilidad a JA en el mutante 
jai3-1 y el tipo de mutación identificada tras la clonación posicional (pérdida de un 
dominio conservado), sugerían que JAZ3 podría ser un hipotético represor de la 
respuesta a JA, que sería eliminado por el proteasoma en presencia de la hormona, de 
una forma dependiente de la vía de SCFCOI1. JAZ3, por tanto, podría ser la primera diana 
conocida de SCFCOI1. Para demostrar esta hipótesis, primero se analizó la interacción 
directa entre JAZ3 y COI1 mediante ensayos de interacción proteica de tipo Pull Down 
(PD),en colaboración con Sandra Fonseca. Para ello, se seleccionó la progenie 
homozigota de plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína COI1 fusionada al 
epítopo FLAG, se hicieron extractos proteicos y se incubaron con la proteína 
recombinate JAZ3 fusionada a MBP, en ausencia y presencia de COR a distintas 
concentraciones. Como se muestra en la figura 4, se observó interacción directa entre 
ambas proteínas sólo cuando la hormona está presente en el medio, siendo dicha 
interacción dependiente de la concentración a la cual se encuentra la hormona.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. JAZ3 y COI1 interaccionan de forma  directa en presencia de COR. Membranas de 
WB reveladas con anticuerpo anti-FLAG donde se detecta la proteína COI1::FLAG recuperada 
después de ensayos de PD donde se usaron plantas transgénicas que sobre-expresan COI1::FLAG (C) 
o Col-0 (WT)  y proteínas recombinantes MBP o MBP::JAZ3. Estos ensayos se realizaron en 
ausencia o presencia de concentraciones crecientes de COR (0,5, 5 y 50µM). En la línea inferior se 
muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína recombinante usada. 
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3.1.1.2. Interacción de otras proteínas de la familia JAZ con COI  
En colaboración con Sandra Fonseca se demostró que la mayoría de las proteínas JAZs, 
a excepción de JAZ7 y JAZ8, son capaces de interaccionar con COI1 de forma directa 
en presencia de COR (50µM). Para ello se realizaron ensayos de PD usando las 
proteínas JAZs fusionadas a MBP y extractos de plántulas transgénicas que sobre-
expresan la proteína COI1 fusionada al epítopo FLAG (figura 5). Estos resultados 
sugieren que al igual que JAZ3, el resto de las proteínas JAZs podrían ser dianas 
directas de COI1 y que dicha interacción depende de la presencia de hormona en el 
medio (Fonseca y col., 2009a).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.1.3. Degradación de JAZ3 por el proteasoma 
Para comprobar si la proteína JAZ3 se degrada por la vía del proteasoma y si en esta 
degradación participa el complejo SCFCOI1, se llevaron a cabo ensayos de degradación in 
vitro con la proteína JAZ3 marcada con 
35
S, en extractos proteicos de Arabidopsis 
silvestres y mutantes coi1-16. Los extractos proteicos fueron obtenidos a partir de 
plántulas de Arabidopsis crecidas durante diez días en medio Johnson tratadas durante 
12 horas con los tratamientos indicados para cada caso. 
 
Figura 5.  Interacción directa entre COI1 y las proteínas de la familia JAZ en presencia de 
COR. Membrana de WB revelada con anticuerpo anti-FLAG que muestra la recuperación 
obtenida de la proteína COI::FLAG tras ensayos de PD con las distintas proteínas JAZ1-12  
unidas al epítopo MBP. Se usaron extractos proteicos de plántulas que sobre-expresan 
COI1::FLAG o silvestres (WT). Estos ensayos se hicieron en presencia de COR 50µM. En la 
línea inferior se muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína 
recombinante usada. 
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 En ausencia de JA, la incubación de [
35
S]JAZ3 con extractos silvestres (WT) no 
provocó una variación significativa en la concentración de proteína a lo largo de la 
incubación (figura 6). En cambio, el tratamiento con JA (50μM) indujo su degradación 
progresiva, de modo que, al cabo de cuatro horas, sólo quedó en el medio un 10-20% de 
la proteína JAZ3 inicial (figura 6). Cuando se realizó un tratamiento con MG132 
(200μM), un inhibidor específico del proteasoma, no se observó degradación de 
[
35
S]JAZ3 en extractos silvestres, a pesar de su tratamiento con JA (figura 6). A la vista 
de estos resultados, podemos afirmar que el JA promueve la degradación de la proteína 
JAZ3 por el proteasoma 26S. 
 
Para demostrar que la degradación de JAZ3 requiere COI1, se llevaron a cabo ensayos 
de degradación in vitro de [
35
S]JAZ3 en extractos mutantes de pérdida de función de 
COI1 (coi1-16). Se observó que, aún en presencia de la hormona, la cantidad de JAZ3 
no variaba significativamente (figura 6).  
 
Estos mismos ensayos se llevaron a cabo con la proteína truncada JAZ3ΔC marcada con 
35
S, y se observó que no se degradaba en extractos silvestres tratados con JA (50μM) 
(figura 6a). Esto indica que el dominio Jas es esencial para la degradación de JAZ3 por 
el proteasoma. 
 
Además, se realizaron ensayos de degradación in vitro de JAZ3 en extractos mutantes  
jai3-1. Al cabo de 4 horas, no se observa degradación de JAZ3 en presencia de JA 
(figura 6). De acuerdo con la naturaleza dominante de la mutación, este experimento 
podría indicar que la presencia de la proteína JAZ3ΔC previene la degradación de la 
proteína salvaje.  
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Los resultados anteriores fueron confirmados mediante ensayos de degradación in vivo 
realizados en colaboración con Andrea Chini. Para ello se usaron plantas transgénicas de 
Arabidopsis  que sobre-expresan JAZ3::GFP en fondo silvestre y en fondo coi1-1 (Chini 
et al., 2007).  En primer lugar, se analizaron las raíces de plántulas de líneas transgénicas 
que sobre-expresan JAZ3::GFP o JAZ3ΔC::GFP por microscopía de fluorescencia. 
Estos ensayos confirmaron una clara localización nuclear de ambas proteínas en 
ausencia de tratamiento (figura 7a).  Cuando estás plantas fueron tratadas con JA 
durante 1 hora, la proteína JAZ3::GFP se degradó, y dejó de observarse en el núcleo 
celular (figura 7b). 
Figure 6. JAZ3 se degrada en respuesta a JA vía proteasoma de una forma dependiente de 
COI1 en ensayos in vitro a, Gel SDS-PAGE donde se observa la degradación gradual de las 
proteínas [35S]JAZ3 o [35S]JAZ3ΔC marcadas radiactivamente, después de la incubación con 
extractos celulares de plántulas de Arabidopsis silvestres (Col-0), coi1-16 o jai3-1, que han sido 
tratados con 50 mM JA y +/- 200 mM MG132, un inhibidor específico del proteasoma b, Gráfica 
donde se muestra la cuantificación de las proteínas [35S]JAZ3 y de [35S]JAZ3ΔC tras la incubación 
con extractos de plántulas de Arabidopsis silvestres,  coi1-16 y  jai3-1 a diferentes tiempos, con los 
tratamientos anteriormente indicados. Los valores se expresan como la media + desviación estándar 
de tres experimentos independientes. 
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Sin embargo, el tratamiento con MG132, un inhibidor específico del proteasoma, 
previno la degradación de la proteína JAZ3 (figura 7c).  Además, JAZ3::GFP no se 
degrada en un fondo mutante coi1-16, tanto en plántulas que no han recibido ningún 
tratamiento, como en aquellas que han sido tratadas con JA (figura 7d,e). Al contrario 
que la proteína  JAZ3 completa, la integridad de la proteína truncada JA3ΔC::GFP no se 
ve afectada por tratamientos por JA (figura 7f,g). 
Todos estos resultados apoyan los obtenidos in vitro y sugieren que el dominio Jas de 
JAZ3 es necesario para que se lleve a cabo la degradación de la proteína. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  f g 
Figura 7. JAZ3 se localiza en el núcleo y se degrada vía proteasoma de una forma dependiente 
de COI1 en ensayos in vivo. Visualización por microscopía de fluorescencia de núcleos de raíces de 
plántulas de Arabidopsis que sobre-expresan JAZ3::GFP (a-e) o JAZ3ΔC::GFP (f, g) en fondo Col-0 
(a-c, f, g) o  coi1-1 (d, e). Se muestran plántulas sin tratamiento (control), tratadas con JA 50 mM 
durante 1 h o con 100 mM del inhibidor del proteasoma  MG132. Escala 10mm.  
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Por tanto, los resultados de los ensayos de interacción proteína-proteína y de 
degradación in vivo e in vitro,  apoyan la hipótesis de que JAZ3 es una diana directa de 
COI1 y que el tratamiento con JA induce la degradación de JAZ3 por la vía del 
proteasoma 26S,  de forma dependiente de complejos SCFCOI1.  
 
3.1.1.4. Degradación por JA de otros miembros de la familia JAZ 
Para comprobar si otras proteínas de la familia JAZ se degradan de una forma similar a 
JAZ3, se realizaron ensayos de degradación in vitro con las proteínas JAZ1 y JAZ9 
marcadas con 35S. En extractos silvestres tratados con JA (50uM), las proteínas JAZ1 y 
JAZ9 se degradaron a medida que aumentaba el tiempo de tratamiento (figura 8a y 8b), 
de una forma similar a como ocurría con JAZ3 (figura 5a y 5b). Sin embargo, en 
extractos mutantes jai3-1 tratados con JA (50uM) no se observa degradación ni de JAZ1 
ni de JAZ9 (figura 8a y 8b). Estos resultados apoyan la idea de que el efecto dominante 
de la proteína aberrante JAZ3-1 en el mutante jai3-1 afecta no sólo a JAZ3 (figura 5), 
sino también a otros miembros de la familia JAZ, como JAZ1 y JAZ9. 
 
     
          
      
      
      
 
 
 
 
  
Para comprobar el efecto del JA en la estabilidad de todas las proteínas JAZs  in vivo, se 
generaron planas transgénicas que sobre-expresan cada una de las proteínas de la familia 
fusionadas al epítopo GUS. Se creció en medio Johnson  durante siete días la progenie 
homozigota de cada una de las líneas  transgénicas JAZ1-JAZ12::GUS y se realizaron 
tratamientos con JA 50µM a distintos tiempos. La medida de la actividad β-
glucuronidasa de cada uno de los tiempos a los cuales fue recogido el material reflejan 
Figura 8. Degradación por JA de otros miembros de la familia JAZ. Cuantificación de las 
proteínas [35S]JAZ1 o [35S]JAZ9 tras ser incubadas a diferentes tiempos con JA. Los valores se 
expresan como la media + desviación estándar de tres experimentos independientes.  
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que los tratamientos con JA afectan a la integridad de la mayoría de las proteínas JAZ, a 
excepción de JAZ7 y JAZ8. Como control de degradación se usaron plantas transgénicas 
que sobre-expresan la proteína GUS (figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.1.5. Importancia del dominio Jas en la degradación de las proteínas JAZs 
Los resultados obtenidos en los ensayos de degradación in vivo e in vitro de las proteínas 
JAZs sugieren que el dominio Jas de éstas es necesario para que se lleve a cabo la 
degradación de la proteína. Para confirmarlo se realizaron ensayos de degradación con 
plantas transgénicas de Arabidopsis que sobre-expresan las proteínas JAZ1, JAZ2, JAZ6 
y JAZ12 a las que se les ha delecionado el dominio Jas (JAZΔJas) y se han fusionado al 
epítopo HA (apéndice figura suplementaria 1 y 2). 
 
La progenie homozigota de las plantas transgénicas que sobre-expresan JAZ1ΔJas, 
JAZ2ΔJas, JAZ6ΔJas y JAZ12ΔJas se creció en medio Johnson durante 7 días, y 
posteriormente se realizaron tratamientos con COR 1µM durante 3 horas. Los resultados 
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Figura 9. Ensayo de degradación por JA de las proteínas de la familia JAZ in vivo. Gráfica 
donde se muestra el porcentaje de degradación de cada una de las proteínas JAZ calculado mediante 
la cuantificación de la actividad β-glucuronidasa. Las muestras fueron recogidas a los tiempos 
indicados tras ser incubadas con JA 50uM. Los valores se expresan como la media + desviación 
estándar de tres experimentos independientes.  
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de los ensayos de WB mostrados en la figura 10 reflejan que el tratamiento con COR no 
afecta a la integridad de las proteínas truncadas en comparación con la expresión 
proteica de plántulas que no han sido tratadas con COR. 
 
Estos resultados, junto con los ensayos de degradación de las proteínas JAZ completas 
mostrados en la figura 9, confirmaron que el dominio Jas de las proteínas JAZs se 
requiere para que la hormona induzca su degradación, y por tanto se active la 
señalización.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.1.5.1. Análisis fenotípico de las líneas JAZ∆Jas 
Para analizar el efecto fenotípico de la eliminación del dominio Jas en las líneas de 
sobre-expresión de JAZ1∆Jas, JAZ2∆Jas,  JAZ6∆Jas y  JAZ12∆Jas, se llevaron a cabo 
ensayos de inhibición de crecimiento de la raíz y acumulación de antocianinas en 
respuesta a tratamientos de JA en colaboración con Isabel Monte. 
 
Para los ensayos de inhibición del crecimiento de la raíz, se crecieron en medio Johnson 
suplementado con JA 50µM durante 7 días plántulas de Arabidopsis de cada una de las 
líneas de sobre-expresión de las proteínas JAZs truncadas, junto con el control Col-0, 
jin1-2, coi1-1 y jai3-1. Se analizó la elongación de la raíz y se observó, que las líneas de 
sobre-expresión de las proteínas JAZs truncadas presentaban una menor sensibilidad a la 
hormona, en comparación con las plantas Col-0, como reflejó el menor acortamiento de 
su raíz, con excepción de la línea JAZ12∆Jas (figura 11 a y b). 
Figura 10. Las proteínas JAZΔJas no son degradadas tras tratamientos con COR. Membrana de 
WB revelada con el anticuerpo anti-HA de ensayos de degradación de distintas proteínas JAZΔJas 
tras tratamientos de 3 horas con COR 1µM (Cor) o sin ella (C). Como control negativo se usaron 
plántulas Col-0 (control). Como control de carga se usó la detección de la proteína actina en cada 
muestra. Para ello se revelaron las membranas con el anticuerpo anti-actina. 
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También se realizaron ensayos de acumulación de antocianinas. En este caso, solo la 
línea JAZ6ΔJas mostró diferencias estadísticamente significativas con el control WT 
(figura 11 a y c).  
                             a 
 
b                                                                             c  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estos datos indican que la eliminación del dominio Jas de distintas proteínas JAZs 
provoca un fenotipo de insensibilidad a la hormona similar al fenotipo del mutante jai3-
1, y acorde con una función represora de estas proteínas JAZs.   
Figura 11. Análisis fenotípico de las plantas de sobre-expresión de JAZ∆Jas. a. Plántulas de 
Arabidopsis Col-0, jin1-2, jai3-1, coi1-1 y las líneas de sobre-expresión de JAZ1∆Jas, JAZ2∆Jas 
JAZ6∆Jas y JAZ12∆Jas crecidas durante 7 días en medio Johnson suplementado con JA 50µM. b. 
Análisis de la inhibición del crecimiento de la raíz de las líneas anteriores. Los datos se representan 
en forma de media±d.s. n=20-25 y son el resultado de tres experimentos independientes. c. Análisis 
de la acumulación de antocianinas de las líneas anteriomente citadas crecidas durante 12 días en 
medio Johnson suplementado con JA. Los datos se muestran como media media±d.s. n=10 y son el 
resultado de tres experimentos independientes. . Los asteriscos indican la significancia estadística en 
comparación con Col-0 (test t de Student * P≤ 0,05, Student ** P≤0,001). 
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3.1.2. JAR1 y su función en la producción de la hormona bioactiva 
Hoy sabemos que JASMONIC ACIC RESISTANT (JAR1) es una enzima que cataliza 
la conjugación de ácido jasmónico con L-isoleucina, dando lugar a la hormona activa 
Jasmónico-isoleucina (JA-Ile). Por ello, los mutantes jar1 son resistentes al efecto 
inhibitorio en el crecimiento de la raíz que produce el JA o  Metil-Jasmónico (MeJA), 
pero no son resistentes a JA-Ile (Suza y Staswick, 2008). Sin embargo, al inicio de esta 
tesis, no se conocía la identidad de la hormona activa y solo se sospechaba la función de 
JAR1. Para demostrar la hipótesis de que JAR1 participa en la formación de la hormona 
activa, que sería en realidad el JA-Ile y no el JA o el MeJA, se realizaron ensayos de 
degradación in vitro de JAZ3 en extractos celulares del mutante jar1-1. Estos ensayos 
demostraron que la degradación de JAZ3 por JA está seriamente afectada en extractos 
jar1-1, de forma que sólo un 30-35% de la proteína se degrada (figura 12a y 12b). En 
cambio, cuando los extractos de jar1 se tratan con Coronatina (COR), una fitotoxina con 
efectos análogos a los de JA y con una estructura similar al JA-Ile, se observa una 
degradación gradual de JAZ3, similar a la que ocurre tras el tratamiento con JA de 
extractos WT (figura 12a y 12b).  Al igual que cuando se usan extractos silvestres 
(figura 5), no se observó degradación de JAZ3 en extractos mutantes jar1-1  sin tratar 
con JA, ni en aquellos tratados con el inhibidor del proteasoma MG132 (figura 12a y 
12b). 
 
Estos resultados sugieren que la hormona bioactiva no es el JA, sino el JA-Ile y que 
JAR1 es la enzima responsable de su activación (conjugación de JA con Ile). Resultados 
de otros compañeros del laboratorio confirmaron posteriormente esta hipótesis 
demostrando que un estereoisómero específico de JA-Ile, concretamente, (+)-7-iso-JA-
L-Ile, es la forma activa de la hormona y el producto de la reacción catalizada por JAR1 
que promueve la interacción de COI1 con JAZ3 y otros JAZ, e induce  su degradación 
por el proteasoma (Fonseca et al., 2009a). 
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3.1.3. JAZ3 relaciona el complejo SCFCOI con  la activación transcripcional 
inducida por JA 
3.1.3.1. Las proteínas JAZs interaccionan con el FT MYC2 
El hecho de que las proteínas JAZs carezcan de un dominio definido de unión a ADN 
sugiere que su hipotética función de represores transcripcionales debería ser indirecta. 
Esto, a su vez, sugirió la hipótesis de que las proteínas JAZs podría actuar como 
represores de MYC2, el  activador transcripcional mejor conocido en respuesta a JA, 
previamente identificado en el laboratorio (Lorenzo et al. 2004). Para confirmar dicha 
hipótesis, se realizaron ensayos de interacción proteína-proteína de tipo PD entre las 
proteínas recombinantes JAZs fusionadas a MBP (MBP::JAZ1-JAZ12) y extractos de 
plántulas de Arabidopsis que sobre-expresan la proteína MYC2 fusionada a GFP. Estos 
ensayos, confirmaron una interacción directa entre MYC2 y todas las proteínas JAZs, a 
excepción de JAZ12 (figura13).  
 
 
COR 
 
 
JA 
 
 
Control 
 
 
 
MG132/JA 
 
 
 0        1       2        4        horas 
Figura12. Degradación in vitro de [35S]JAZ3 en extractos del mutante jar1-1. a. Autorradiografía 
de geles de SDS-PAGE donde se muestra la proteína residual [35S]JAZ3 después de incubar a distintos 
tiempos con extracto celular de Arabidopsis jar1-1 tratados con COR 30uM, JA 50uM o MG132 
200uM según se indica. b. Cuantificación de la degradación de [35S]JAZ3 en extractos mutantes jar1-
1. Los valores de la gráfica son el resultado de la media de tres ensayos independientes (+/- la 
desviación estándar) de degradación in vitro de JAZ3 en extractos celulares de  mutantes jar1-1. 
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3.1.3.1.1. Mapeo  de la región de interacción de JAZ3 y MYC2 
De forma adicional, se llevaron a cabo ensayos de PD in vitro y dos híbridos en levadura 
en colaboración con Sandra Fonseca y Bruce Adie, que confirmaron estas interacciones 
y definieron las regiones de interacción entre MYC2 y JAZ3. (apéndice figura 
suplementaria 2b).  
 
En ensayos de PD in vitro, la proteína MYC2 marcada radiactivamente interacciona con 
la proteína recombinante JAZ3 completa (MBP::JAI3) y con MBP::JAI3ΔN, 
construcción formada por el fragmento de la proteína JAZ3 que contiene el dominio Jas, 
pero no con MBP::JAI3ΔC, que carece de este dominio (figura14a).  
 
De forma similar, la proteína JAI3 marcada radiactivamente, interacciona con la 
proteína recombinante MBP::MYC2 completa y con MBP::MYC2ΔC, pero no con 
MBP::MYC2ΔN (figura 14b). Estos resultados sugieren que la interacción entre JAZ3 y 
MYC2 require el dominio Jas de JAZ3 y la región N-terminal de MYC2.   
Figura 13. Interacción de las proteínas de la familia JAZ con MYC2. Membranas de WB 
reveladas con anticuerpo anti-GFP que muestran el resultado del ensayo de PD entre las proteínas 
recombinantes de la familia JAZ fusionadas a MBP (MBP::JAZ1-JAZ12) y extracto proteico de 
plántulas que sobre-expresan MYC2::GFP (M2) o silvestres (C). El control de carga de las proteínas 
recombinantes se muestra en el panel inferior mediante geles de tinción con Coomassie.  
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Ensayos de dos híbridos en levadura confirmaron la interacción entre MYC2 y JAZ3,  y 
los dominios implicados (figura 14c). Dichos ensayos se llevaron a cabo co-
transformando la cepa de S. cerevisiae AH109 con los plásmidos pDES22::MYC2, 
pDES22::MYC2ΔC o  pDES22::MYC2 ΔN y pDES32::JAZ3 o PDES32:: JAZ3ΔN. En 
la figura suplementaria 2 se muestran los fragmentos completos y truncados de cada una 
de las proteínas que se usaron.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.3.2. Interacción de las proteínas JAZs con los FTs MYC3 y MYC4  
De forma adicional, se comprobó si los FT MYC3 y MYC4, dos FT de tipo BHLH 
identificados en el laboratorio y que actúan de forma redundante con MYC2 en la 
señalización del JA (Fernández-Calvo y col., 2011; Niu y cl., 2011; Schweizer y col., 
2013), podrían ser también dianas directas de las proteínas JAZs. Para ello se realizaron 
ensayos de PD usando las 12 proteínas MBP::JAZ recombinantes y extractos proteicos 
obtenidos de la progenie homozigota de plantas trangénicas que sobre-expresan 
MYC3::HA o MYC4::HA. Como se puede observar en la figura 15a, MYC3 es capaz de 
interaccionar con la mayoría de las proteínas JAZs a excepción de JAZ4 y JAZ6. Por 
otra parte, el FT MYC4 es capaz de interaccionar con todas las proteínas JAZs, siendo la 
interacción con la proteína JAZ4 débil.  
Figura 14. Mapeo de las regiones de interacción entre JAZ3 y MYC2. a-b, Ensayos PD in vitro 
entre [35S]MYC2 , [35S]JAZ3 y los fragmentos amino y carboxilo terminal de dichas proteínas para los 
que se usó resinas de amilosa que contenían las proteínas recombinantes fusionadas a MBP, 
JAI3/JAZ3 (a) , MYC2 (b) o sus respectivos fragmentos amino y carboxilo terminal (a,b). Los paneles 
inferiores de cada figura reflejan los controles de carga de ambos ensayos. c.  Ensayo de doble híbrido 
entre JAI3/JAZ3 y MYC2 y sus respectivos fragmentos amino y carboxilo terminal. 
 
a a c b 
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Por tanto, estos ensayos de interacción proteína-proteína confirmaron que, junto con 
MYC2, los FT MYC3 y MYC4 son interactores directos de las proteínas JAZs, 
regulando esta familia de represores la activación de la transcripción génica de la 
señalización de JA en la que participan estos FT  (Fernández-Calvo y col., 2010) (figura 
15).   
 
a                                                      b 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.3.3. JAZ3 como regulador negativo de la función de MYC2 
Para comprobar la hipótesis de que JAZ3 es un regulador negativo de la función de 
MYC2, se realizaron análisis transcriptómicos usando microarrays de Arabidopsis 
(Agilent). Para ello, se analizaron plántulas de 8 días tratadas con JA durante 30 
minutos. Se analizaron los genotipos WT (Col-0), jai3-1 y líneas transgénicas de sobre-
expresión de MYC2. A partir del análisis de tres réplicas biológicas se obtuvieron los 
ratios de expresión relativa jai3-1 vs. Col-0 y de OE-MYC2 vs. Col-0, para cada uno de 
los genes representados en el microarray, así como los valores de false discovery rate 
(FDR) asociados a cada valor de expresión génica.  Se consideraron genes con expresión 
significativamente aumentada en la línea de sobre-expresión de MYC2 con respecto a 
Col-0, aquellos genes con un ratio (FoldChange) de intensidad superior a 1,5 y un valor 
de probabilidad ajustada FDR inferior a 0,05. 
Figura 15. Interacción de las proteínas de la familia JAZ con MYC3 y MYC4. Membranas de 
ensayo de WB reveladas con el anticuerpo anti-HA que muestran el resultado de PD entre las 
proteínas recombinantes de la familia JAZ fusionadas a MBP y a. extracto proteico de plántulas que 
sobre-expresan MYC3::HA (M3) o b. Extracto proteico de plántulas que sobre-expresan MYC4::HA. 
En el panel inferior se muestra el control de carga del experimento. Como control negativo se usó la 
proteína MBP.  
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De forma análoga, la expresión génica significativamente disminuida en la línea jai3-1 
con respecto a Col-0 fue considerada para valores de FoldChange inferiores a -1,5 y 
FDR menor a 0,05.   Los resultados demuestran, que la mayoría de los genes que se 
muestran reprimidos en plantas mutantes jai3-1 en comparación con plantas silvestres 
tras ser tratadas con JA, se encuentran regulados por MYC2, ya que dichos genes se 
encuentran constitutivamente expresados en plantas transgénicas que sobre-expresan 
MYC2 (figura 16a).  
 
Además, se analizaron las secuencias sobre-representadas en los promotores de los 
genes con menor expresión en mutantes jai3-1 y se observó que las secuencias más 
sobre-representadas (p valor 7.19 x 10-7) eran la caja T/G o la caja G. Dichas cajas han 
sido predichas como los dominios de unión a DNA de MYC2 (Boter y col. 2004; Chini 
y col., 2007; Godoy y col., 2011) (figura16b).  
 
Todos estos resultados apoyan la hipótesis de que JAZ3 y otros miembros de la familia 
JAZ  se comportan como el nexo de unión entre los dos componentes de la ruta del JA 
mejor conocidos hasta el momento, el complejo SCFCOI y MYC2, uno de los factores de 
transcripción que regula la transcripción génica dependiente de JA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. MYC2 y JAZ3 tienen efectos 
opuestos sobre la expresión génica. a. 
representación de los genes diferencialmente 
expresados en el mutante  jai3-1 cuando se 
compara con plántulas control Col-0 después 
de tratar las plántulas con JA. También se 
representan los niveles de expresión de estos 
genes en plantas de Arabidopsis que sobre-
expresan MYC2. (apéndice tabla suplementaria 
1). b, Secuencia diana de ADN para el FT 
MYC2 (caja T/G o G) que se encuentra sobre-
representada en los promotores de los genes 
señalados en rojo en la figura a.  
b 
a 
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3.1.3.4. Regulación de los genes de la familia JAZ por MYC2 
La expresión de algunos genes JAZ estaba alterada en el mutante jai3-1 (Figura 3). Para 
analizar como se regula la expresión de los genes JAZ por JA y comprobar si MYC2 
participa en esta regulación se realizaron análisis transcriptómicos de los genes de 
respuesta temprana a JA (30 minutos). Para ello, se analizaron plántulas de los genotipos 
Col-0, mutante myc2 y 35S:MYC2  crecidas durante 8 días en medio Johnson y tratadas 
posteriormente con JA durante 30 minutos. Se analizaron tres réplicas biológicas de 
cada muestra, y se obtuvieron los ratios de expresión relativa del mutante myc2 vs. Col-
0, de  35S::MYC2 vs. Col-0 y de plantas Col-0 tratadas con JA vs. Col sin tratar, para 
cada uno de los genes representados en el microarray, así como los valores de FDR 
asociados a cada valor de expresión génica. Estos ensayos demostraron, que la expresión 
de 10 de los 12 genes que componen la familia JAZ están inducidos en plantas WT 
(Col-0) en respuesta a JA  (figura 17a).  
 
Además, el FT MYC2 parece regular la inducción por JA de la mayoría de los miembros 
de la familia JAZ, dado que 8 de los 10 genes de dicha familia que están inducidos por 
JA, se encuentran constitutivamente sobre-expresados en plantas transgénicas que sobre-
expresan MYC2 y que no han sido tratadas con JA (figura 17a). 
 
Finalmente, la expresión de siete de los diez genes que se inducen por JA de forma 
temprana está reprimida en plantas mutantes de perdida de función de myc2 que han 
sido tratadas con JA comparadas con plantas silvestres (figura 17a y apéndice tabla 
suplementaria 1).). 
En Arabidopsis se han identificado las cajas T/G (AACGTG) y G (CATGTG),  como 
elementos de unión a DNA de MYC2, indispensables para la expresión de genes en 
respuesta a JA (Guerineau y col., 2003; Brown y col., 2003; Godoy y col., 2011; 
Franco-Zorrilla y col., 2014). Para comprobar si en el promotor de JAZ3, y de otros 
miembros de la familia JAZ,  se encontraban presentes estas cajas, se llevaron a cabo 
análisis de las regiones promotoras de estos genes usando el software MotifSampler 
(Thijs y col., 2001). Estos análisis demostraron que las cajas que se encuentran 
significativamente más sobre-representadas en los promotores de la familia JAZ son la 
caja G y la T/G (figura 17a). 
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Para demostrar que MYC2 se une a la región del promotor de JAZ3 que contiene la caja 
G o T/G, se realizaron ensayos de unión a DNA y de retardo en gel de poliacrilamida 
(EMSA). Para ello se generaron sondas de DNA de la región del promotor de JAZ3 que 
presentan la caja G o la T/G y sondas con las versiones mutadas de dichas cajas. Como 
se observa en la figura 17c, los ensayos de EMSA, demostraron que MYC2 se une a la 
secuencia del promotor que tiene la caja G o T/G pero no a las secuencias que presentan 
las versiones mutadas de dichas cajas. La especificidad y la afinidad de MYC por la 
sonda T/G se determinó mediante ensayos de competición. Al añadir concentraciones 
crecientes de la sonda T/G no marcada (1x, 3x y 10x) se observa competición frente a la 
sonda marcada. Esta competición no se observa cuando se añaden concentraciones 
crecientes de la sonda que presenta la versión mutada de la caja T/G. Estos resultados 
demuestran que in vitro, la caja T/G presente en el promotor de JAZ3 es reconocida por 
MYC2 con una gran afinidad y especificidad.  
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Figura 17. Regulación de la expresión de genes JAZ por MYC2. a. Representación de los datos de 
expresión de los genes JAZ  en mutantes de pérdida de función myc2 comparados con plantas Col-0 
tras tratamientos con JA, en plantas de sobre-expresión 35S::MYC2 frente a plantas Col-0, ambas sin 
tratamiento y en plantas Col-0 tratadas con JA frente a plantas que no recibieron tratamiento 
(apéndice tabla suplementaria 1). b. Secuencia significativamente sobre-representada en los 
promotores de los genes de la familia JAZs que incluye las cajas G y T/G. c. Bandas de retardo de un 
ensayo EMSA donde MYC2 se une a la región promotora de JAZ3 que contiene la caja G o T/G 
(WT) o sus versiones mutantes  (MUT). Las sondas sin marcar de la caja T/G  (representadas en la 
parte superior de la figura) se usaron en concentraciones crecientes (1X, 3X y 10X), y las sondas 
representadas en la parte inferior de la figura se marcaron con biotina. 
 
a 
c 
b 
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3.2. NINJA interacciona con los represores JAZs y está implicado en la modulación 
de la respuesta a JA 
3.2.1. Búsqueda de nuevos componentes de la vía de señalización de JA 
3.2.1.1. Cribado en levaduras usando como cebo JAZ3 
Con el objetivo de descubrir nuevos componentes de la ruta de señalización del JA, se 
realizó un cribado mediante el sistema de dos híbridos de levaduras, usando como cebo 
la proteína JAZ3. Para ello se utilizó una librería de ADNc del genoma completo de 
Arabidopsis clonado en el vector pGADT7 (GAL4, dominio de activación (DA)) y 
JAZ3 clonado en el vector pGBKT7 (GAL4, dominio de unión (DU)) obtenida en el 
laboratorio del Prof. Paz-Ares. Estas proteínas fueron expresadas en dos cepas de 
levadura haploides con tipos de mating diferente, AΔ109 (MATα) para la genoteca, e 
Y187 (MATa) para JAZ3. Se combinaron y se crecieron en medio selectivo SD agar (-
Trp-Leu-His-Ade) con 20mM de 3AT (3-amino triazol), para eliminar posibles falsos 
positivos. Los aminoácidos triptófano (Trp) y leucina (Leu) son los marcadores de 
auxotrofía de los plásmidos pGBKT7 y pGADT7, respectivamente. La adenina (Ade) e 
histidina (His) son los marcadores de auxotrofía  que dan la especificidad de la 
interacción.  
  
Las colonias que crecieron en el medio selectivo SD agar (-Trp-Leu-His-Ade) se 
chequearon  mediante el test de la β-galactosidasa. Aquellas que dieron positivo, se 
crecieron en medio SD (-Leu) para seleccionar el plásmido en el que está clonada la 
genoteca. Se extrajo el plásmido según los protocolos convencionales y con ellos se 
transformó la cepa DH5α  de E. Coli. Se extrajeron los plásmidos nuevamente y se  
secuenciaron. 
 
Las secuencias nucleotídicas obtenidas de los plásmidos extraídos de las colonias 
positivas se alinearon con el programa BLAST. Así se obtuvieron las secuencias con 
mayor grado de homología que corresponden a las proteínas que interaccionaron con 
JAZ3 (tabla 1). 
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Para eliminar posibles falsos positivos, en primer lugar, se chequeó la auto-activación de 
cada uno de los plásmidos pGADT7 que contienen los fragmentos de las secuencias que 
codifican para las proteínas que mostraron interacción. Para ello se crecieron levaduras 
de la cepa AΔ109 transformadas con cada uno de los plásmidos, en medio selectivo SD 
agar (-Leu-Ade-His) y en presencia de concentraciones crecientes de 3-AT (5, 10, 20 y 
40mM). No se observó crecimiento de colonias en ningún caso, y por tanto, la 
interacción entre ellas y JAZ3 puede considerarse positiva. 
  
Clones positivos   nº repeticiones 
AFP2-Like 2 At4g28910 5 
Inmunofilina At1g20810 4 
CXIP2 At2g38270 2 
Tiorredoxina At4g03520 2 
ATPAP19 At3g46120 1 
ATPAP3 At1g14700 1 
LOBD41 At3g02550 2 
MYC2 At1g32640 2 
MYC3 At5g46760 1 
Proteína desconocida At5g17350 3 
Rubisco At1g67090 2 
Citocromo B561 At1g14730 1 
ATC At2g27550 1 
DNA Polimerasa At2g42120 1 
Mirosinasa At1g54000 1 
HEL At3g04720 1 
Proteína fluorescente Clorofílica At5g23120 1 
Factor Gametofítico 2 At5g48030 1 
Piruvato Deshidrogenasa Kinasa At3g06483 1 
Proteína con dominio mefrina At5g26280 1 
Expansina At4g17030 1 
GDSL At1g29660 1 
SCPL16 At3g12220 1 
Oxidorreductasa At5g24530 1 
Tabla 1. Proteínas obtenidas en el cribado de posibles interactores de JAZ3. Además de los 
posibles interactores, en la tabla se indica en número de clones independientes obtenidos en el 
cribado. 
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De entre todas las proteínas que interaccionaron con JAZ3, se realizó una selección de 
aquellas que pudieran tener mayor implicación en la regulación de la vía de los JA y se 
comprobó de nuevo su interacción con JAZ3 y otros miembros de la familia JAZ, 
mediante una transformación independiente de las levaduras. Los resultados de dichas 
interacciones se muestran en la  tabla 2, y son el resultado de experimentos realizados 
por triplicado. No todas las  proteínas que interaccionaron con JAZ3 lo hicieron también 
con otros miembros de la familia JAZ (tabla2). Uno de los positivos era MYC3 
(at5g46760), que es un FT muy cercano filogenéticamente a MYC2. Resultados 
posteriores de otros miembros del grupo demostraron que MYC3 es también una diana 
de los represores JAZs que regula respuestas a JA de forma parcialmente redundante con 
MYC2 (Fernández-Calvo y col., 2011).  
 
A diferencia de MYC3, que interaccionó con todas las proteínas JAZs probadas, otros 
positivos solo lo hacen con algunas, como por ejemplo ATPAP3 (At1g14700) y 
LOBD41 (At3g02550), y otras lo hacen con muchas pero no con todas, como por 
ejemplo MYC2 y la proteína AFP2-like 2 (at4g28910). Estos resultados sugieren que 
distintos JAZs podrían regular de forma específica la actividad de distintos FT lo que 
permitiría responder a la planta de forma concreta ante un determinado estímulo. 
 
  pGBKT7 (B.D.) 
Clones positivos pGADT7 (A.D.) JAZ1 JAZ2 JAZ3 JAZ5 JAZ7 JAZ8 JAZ9 JAZ10 JAZ11 JAZ12 
Inmunofilina Ѵ × ѴѴ × × Ѵ × × × Ѵ 
Tiorredoxina Ѵ ѴѴ ѴѴ × ѴѴ × Ѵ × Ѵ × 
AFP2-LIKE 2 ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ × × ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ 
Proteína desconocida Ѵ Ѵ ѴѴ Ѵ × Ѵ Ѵ ѴѴ ѴѴ × 
MYC2 Ѵ ѴѴ ѴѴ × × ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ 
MYC3 ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ ѴѴ Ѵ ѴѴ ѴѴ Ѵ 
ATPAP3 × × ѴѴ × × × × Ѵ Ѵ × 
Proteína con dominio mefrina ѴѴ Ѵ ѴѴ × ѴѴ ѴѴ ѴѴ Ѵ × × 
ATPAP19 Ѵ Ѵ ѴѴ × × × Ѵ × × × 
CXIP2 Ѵ × ѴѴ × ѴѴ ѴѴ Ѵ Ѵ × × 
LOBD41 × × Ѵ × × × Ѵ × × Ѵ 
 
 
 
Tabla 2. Ensayo de doble híbrido entre clones positivos del cribado y varias proteínas JAZs. Los 
símbolos √, √√ y x indican interacciones positivas débiles o fuertes, o negativas, respectivamente. Los 
ensayos se hicieron por triplicado. 
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3.2.1.2. TAP-tagging usando como cebo JAZ1, JAZ3, JAZ5 y JAZ7 
Paralelamente, se llevaron a cabo experimentos de TAP-tagging, en colaboración con 
los grupos de Geert de Jaeger y Alain Goossens (VIB, Gante), que permitieran encontrar 
nuevos interactores de los JAZs, y cotejarlos con los obtenidos por la técnica del cribado 
en levaduras. Estos ensayos, permiten un eficiente aislamiento e identificación de 
complejos proteicos a partir de suspensiones celulares de Arabidopsis, usando para ello 
proteínas cebo marcadas con un doble epítopo. Para ello se clonaron las secuencias 
codificantes completas de JAZ3, JAZ5 y JAZ7 en el vector destino pKCTAP y con ellas 
se generaron líneas estables de protoplastos de Arabidopsis que expresaban cada una de 
las proteínas de interés fusionadas al epítopo GS en sus extremos amino o carboxilo 
terminal. El ensayo de TAP-tagging fue realizado en cultivos celulares sin tratar con JA 
Asimismo, JAZ1 se había clonado ya en el laboratorio de A. Goossens, y en su 
laboratorio se llevó a cabo el ensayo de TAP-tagging de JAZ1 en cultivos celulares 
tratados y sin tratar con JA durante 1 minuto. 
  
Numerosas proteínas interaccionaron con cada una de las proteínas JAZs, y los 
candidatos fueron identificados mediante técnicas de espectrometría de masas. En 
primer lugar, JAZ1::TAP y JAZ5::TAP formaron complejos con JAZ12. Estos 
resultados apoyan los datos publicados sobre la hetero-dimerización de las proteínas 
JAZs (Chini y col., 2009). Además, de forma coincidente con los resultados de levadura, 
JAZ1::TAP, JAZ3::TAP y JAZ5::TAP formaban complejos con MYC3. Es destacable, 
que JAZ3 y JAZ5 fueron capaces de formar complejos con TPL, un co-represor descrito 
para la vía de señalización de las auxinas (Long y col., 2006). Además, COI1 es capaz 
de formar complejos con  JAZ1, pero sólo en presencia de JA (tabla 3), lo cual es 
consistente también con resultados previos (Thines y col., 2007; Fonseca y col., 2009a). 
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  ATG Proteína 
Exp 
1 
Exp 
2 
Exp 
3 
Exp 1 
(+JA) 
Exp 2 
(+JA) 
Exp 3 
(+JA) TOTAL 
JAZ1 
At4g28910 NINJA 1 1 1 1 1   5 
At5g46760 MYC3   1 1 1 1   4 
At5g20900 JAZ12 1 1   1   1 4 
At2g39240 COI1       1   1 2 
 
  ATG Proteína 
Exp 1 
(C) 
Exp 2 
(C) 
Exp 3 
(N) 
Exp 4  
(N ) TOTAL 
JAZ3 
At4g28910 NINJA 1 1 1 1 4 
At3g11630 Peroxirredoxina 1 1 
  
2 
At5g46760 MYC3 1 
   
1 
At5g06290 Peroxirredoxina B 1 
   
1 
At1g15750 TOPLESS 
 
1 
  
1 
Atg80490 TPR1 
 
1 
   At3g11910 UBP13 
 
1 
  
1 
JAZ5 
At5g20900 JAZ12 1 1 1 1 4 
At5g13530 KEG 1 1 1 1 4 
At4g28910 NINJA 1 1 1 1 4 
At1g23190 Fosfoglucomutasa 1 1 1 1 4 
At3g11630 Peroxirredoxina 1 1 1 1 4 
At1g43800 Acil-Desaturasa 1 
 
1 1 3 
At1g15750 TOPLESS 1 1 
  
2 
At1g74950 JAZ2 
  
1 1 2 
At5g46760 MYC3 
  
1 
 
1 
At3g16830 TPR2 1 
   
1 
At5g27030 TPR3 1 
   
1 
JAZ7 
At2g45290 Transquelotasa 
 
1 
  
1 
At3g43190 SUS4 
 
1 
  
1 
At3g01280 VDAC1 
 
1 
  
1 
 
 
 
 
 
  
 
Tabla 3. Interactores de las proteínas JAZ1, JAZ3, JAZ5 y JAZ7 obtenidos mediante Tap-
tagging. Los interactores obtenidos cuando se usan las proteínas JAZ3, JAZ5 y JAZ7 como presa son 
el resultados de 4 experimentos independientes, dos de ellos con las proteínas fusionadas al tag en 
posición carboxilo terminal (C) y dos con fusión amino terminal (N). Los interactores obtenidos 
cuando se usa JAZ1 como presa son el resultado  de 6 experimentos independientes, con o sin 
tratamiento con JA. 
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Cabe destacar, que todos los JAZs testados por TAP-tagging, a excepción de JAZ7, 
formaron complejos con una proteína codificada por el locus At4g28910, denominada 
AFP2-LIKE 2. Además, dicha proteína fue también la más representada en el cribado de 
dos híbridos de levadura, en el que se usó JAZ3 como cebo. Consecuentemente, este 
trabajo se centró en caracterizar esta proteína de función desconocida y que 
renombramos como NINJA (Novel INteractor of JAz proteins).  
 
3.2.2. Caraterización molecular de la proteína NINJA 
3.2.2.1. Localización subcelular y estabilidad de la proteína NINJA por JA 
NINJA está relacionada con la familia de proteínas AFP (ABI-Five binding Protein), que 
está formada por cuatro miembros en Arabidopsis: AFP1 (At1g69260), AFP2 
(At1g13740), AFP3 (At3g29575) y AFP4 (At3g02140) y que han sido descritos como 
reguladores negativos de la vía de señalización de ABA que promueven la degradación 
de ABI5 (García y col., 2008).  
 
En distintos trabajos se ha descrito que AFP1 (López-Molina y col., 2003), AFP4 
(Huang y Wu, 2007) y AFP2 (García y col., 2008) presentan localización nuclear. Para 
investigar la localización subcelular de NINJA, se generaron plantas transgénicas que 
sobre-expresan NINJA fusionada a GFP en su dominio carboxilo terminal. Se analizó la 
expresión génica de varias líneas independientes de la progenie T2 mediante ensayos 
tipo Northern para comprobar los niveles de sobre-expresión de NINJA. Se eligieron las 
líneas OE1 y OE2, que según se muestra en la figura 18a presentaron elevados niveles 
de expresión para NINJA, en comparación con la línea control Col-0.  
Seguidamente, se analizaron las raíces de plántulas transgénicas de las líneas 
NINJA::OE1 y NINJA::OE2 por microscopía de fluorescencia. Dichos ensayos 
confirmaron que NINJA presentaba una clara localización nuclear (figura 18b),  de igual 
manera que las proteínas de la familia JAZ y AFP (López-Molina y col., 2003; Chini y 
col., 2007; Huang and Wu, 2007;  García y col., 2008). 
 
 
 
 
88 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La expresión de los genes de la famillia AFP es inducible por ácido abcísico (ABA; 
García et al., 2008). En colaboración con el grupo del Dr. Alain Goossens, se llevó a 
cabo el análisis de los datos transcriptómicos en los que se estudiaron los niveles de 
expresión de NINJA en respuesta a tratamientos con ABA o MeJA. Estos análisis 
confirmaron que en  respuesta a ABA  se induce  la expresión de todos los genes de la 
familia AFP, pero que dicha hormona no tiene ningún efecto en los niveles de expresión 
de NINJA (figura 19a).  
Se analizaron los niveles de expresión de NINJA mediante PCR cuantitativa en 
respuesta a tratamientos con MeJA en plántulas de Arabidopsis, y se observó que la  
inducción de NINJA comienza 1 hora después del tratamiento con JA, y se mantiene 
hasta 12 horas después de éste (figura 19b). Por el contrario, la expresión de MYC2 y 
JAZ1 es inducida por la hormona a tiempos mucho más cortos y su expresión es 
transitoria (figura 19b).  Este patrón corresponde con el previamente identificado en un 
cribado de transcriptos inducibles por MeJA para un homólogo de NINJA en plantas de  
Nicotiana tabacum (Gosseens, 2003).  
 
Figura 18. Expresión y localización de NINJA. a. Análisis de la expresión génica mediante 
ensayos tipo Northern de dos líneas transgénicas de plantas de Arabidopsis que sobre-expresan 
NINJA (OE1 y OE2) comparadas con plántulas silvestres Col-0. Se extrajo ARN de hojas de  
plantas crecidas en tierra durante tres semanas y se cargaron 8 μg de ARN total por ensayo. 
b.Visualización por microscopía de fluorescencia de núcleos de raíces de plántulas de Arabidopsis 
que sobre-expresan NINJA::GFP. Escala 10mm. 
 
a                                           b     
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Para analizar el efecto del JA sobre la estabilidad de la proteína NINJA, se crecieron de 
plántulas de Arabidopsis que sobre-expresan NINJA::GFP (o JAZ1::GFP como control),  
en presencia de MeJA (25uM) durante 3 horas (o media hora en el caso de JAZ1). 
Tambien en colaboración con el grupo de A. Goossesns, se analizaron las raíces de las 
plántulas mediante microscopía de fluorescencia, y se observó que los niveles de NINJA 
permanecen constantes después de tres horas de tratamiento con MeJA, mientras que los 
niveles de JAZ1::GFP bajaron drásticamente sólo cinco minutos después del tratamiento 
con la hormona (figura 20). Esto sugiere que, de forma contraria a las proteínas JAZs, la 
estabilidad de la proteína NINJA no se ve afectada por la presencia de  JA.  
 
Figura 19. La expressión de NINJA se induce por MeJA pero no por ABA a. Análisis 
transcriptómico de la expresión de NINJA y los otros miembros de la familia AFP  en respuesta a 
MeJA y ABA en plántulas de Arabidopsis de 7 días. Los asteriscos indican niveles de expresión 
diferencialmente significativos (p-valor ≤ 0.05). b, Análisis de los datos de PCR cuantitativa en 
tiempo real de la expresión de MYC2, JAZ1 y NINJA durante 24 horas en respuesta a 25 μM MeJA 
(línea discontinua) o control (línea continua).  
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3.2.2.2. Mapeo de los dominios proteicos de interacción de NINJA con las proteínas 
de la familia JAZ 
El hecho de que NINJA interaccione de forma directa con JAZ3 en el  ensayo de cribado 
por dos híbridos en levaduras (tabla 1) y que forme complejos con otros miembros de la 
familia JAZ en los ensayos de TAP-tagging, nos llevó a estudiar la especificidad de la 
interacción de NINJA con el resto de las proteínas de la familia JAZ. Para ello, se 
realizaron ensayos de dos híbridos en levaduras usando como cebo las proteínas JAZs. 
Se clonaron las regiones codificantes de dichas proteínas en el vector pGBKT7 y se co-
transformaron en la cepa AH109 de S. cerevisiae, con el plásmido PGADT7 que 
contiene la secuencia codificante de la proteína NINJA. Dicho análisis confirmó que 
NINJA interaccionaba con la mayoría de las proteínas JAZs, excepto con JAZ7 y JAZ8 
(figura 21a). 
 
Además, se realizaron experimentos de PD con las proteínas JAZs fusionadas a la 
proteína de unión a maltosa en su extremo amino terminal (MBP::JAZ) y extractos de 
plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína NINJA fusionada a la proteína 
fluorescente verde (NINJA::GFP).  Estos experimentos confirmaron los resultados 
obtenidos en los ensayos de dos híbridos en levadura. La mayoría de proteínas JAZs 
MeJA 25uM 
JAZ1::GFP 
NINJA::GFP 
min 
min 
Figura 20. Estabilidad de NINJA::GFP en respuesta a MeJA. Imágenes de microscopía confocal 
de las raíces de plántulas de Arabidopsis que sobre-expresan  JAZ1::GFP o NINJA::GFP. Se 
realizaron tratamientos con 25 μM MeJA durante los tiempos indicados y se tiñeron con ioduro de 
propidio para poder visualizar el límite celular. Escala 50 μm.  
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fusionadas a MBP son capaces de formar complejos proteicos con la proteína NINJA. 
Las excepciones fueron JAZ7, JAZ11 y JAZ12 (figura 21b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para mapear la región específica de interacción de las proteínas JAZs con NINJA,  se  
realizaron ensayos de PD. Para ello, se generaron dos fragmentos de la proteína JAZ3 
fusionados a la proteína de unión a la maltosa (MBP): el fragmento carboxilo terminal, 
que contiene el dominio Jas (MBP::JAZ3C) y el fragmento amino terminal, que 
contiene el dominio ZIM/TIFY (MBP::JAZ3N). Dichos fragmentos se incubaron con 
extractos de plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína NINJA fusionada a  la 
pGBKT7 
1      1/50 
NINJA::pGAD 
b 
Figura 21. Interacción de NINJA con las proteínas de la familia JAZ. a. Ensayo de doble híbrido 
en la cepa AH109 de S. cerevisiae donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7::NINJA y 
pGBKT7::JAZ (JAZ1-JAZ12). Los transformantes fueron sembrados en medio mínimo SD-Leu-Trp 
como control de crecimiento (-2). Para confirmar las posibles interacciones entre las proteínas usadas, 
las levaduras co-transformadas fueron sembradas en medio selectivo SD-Leu-Trp-His-Ade (-4) sin 
diluir y diluidas 50 veces. b.  Membranas de Western blot reveladas con anticuerpo anti-GFP donde 
se observa la proteína NINJA::GFP recuperada después de ensayos PD donde se usaron plantas 
transgénicas que sobre-expresan NINJA::GFP (N) o Col-0 (C)  y proteínas recombinantes MBP o 
MBP::JAZ . En la línea inferior se muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la 
cantidad e proteína recombinante usada. 
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proteína fluorescente verde (NINJA::GFP). Se observó, que únicamente el fragmento de 
JAZ3 que contiene el motivo TIFY (JAZ3N), es capaz de interaccionar con NINJA 
(figura 22). 
 
Para comprobar si NINJA es capaz de homo-dimerizar, se realizaron ensayos de PD con 
plantas transgénicas que sobre-expresan NINJA::GFP y la proteína recombinante 
NINJA fusionada a MBP en su extremo amino terminal. Como se observa en la figura 
22, NINJA no fue capaz de formar homodímeros. 
 
Adicionalmente, en estos mismos ensayos de PD, se comprobó que NINJA::GFP no es 
capaz de interaccionar con las proteínas recombinantes MBP::COI ni MBP::MYC2 
(figura 22).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En colaboración con el laboratorio del Dr. Alain Goossens, se llevaron a cabo  ensayos 
de dos híbridos en levadura con distintas deleciones de la proteína JAZ1 que 
confirmaron los resultados de PD. Como NINJA sola fue capaz de interaccionar con el 
fragmento de JAZ1 que contiene el motivo TIFY (figura 23). Las proteínas JAZs 
pertenecen a la familia TIFY, caracterizadas por poseer el motivo TIFY (TIF [F/Y]XG) 
dentro del dominio ZIM.  De forma adicional, se observó que un fragmento de 39 
aminoácidos que contiene el dominio conservado TIFY de JAZ1 es suficiente para 
mantener la interacción con NINJA (figura 23). Consecuentemente, NINJA no fue capaz 
de interaccionar con la proteína de fusión JAZ1 a la que se le había delecionado la 
secuencia TIFYAG (residuos 128 a 133; Δtify)  (figura 23). 
 
Figura 22. NINJA interacciona con JAZ a través del domino ZIM y no forma homo-dímeros ni 
interacciona con COI1 ni MYC2. Membrana de WB  revelada con anticuerpo anti-GFP donde se 
observa la proteína NINJA::GFP recuperada, después de ensayos de PD donde se usaron plantas 
transgénicas que sobre-expresan NINJA::GFP (N) o Col-0 (C) y proteínas recombinantes MBP o 
NINJA, COI1 y MYC2 fusionadas a MBP. En la línea inferior se muestran geles teñidos con 
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Para comprobar la especificidad de NINJA por otras proteínas de la familia TIFY se 
llevaron a cabo ensayos de dos híbridos en levaduras. Para ello, se clonaron las regiones 
codificantes de las proteínas PEAPOD1 (PPD1) (at4g14713), PEAPOD2 (PPD2) 
(at4g14720)  y TIFY8 (at4g32570),  en el vector pGBT9 (AD) y se co-transformaron en 
la cepa PJ69-4A de S. cerevisiae con el plásmido PGAD24 (BD), que contiene la 
secuencia codificante de la proteína NINJA. Estos ensayos indicaron, que todas las 
proteínas de la familia ZIM testadas, interaccionaron de forma directa con NINJA 
(figura 24a). 
  
De forma adicional se analizó si las proteínas de la familia AFP son capaces de 
interaccionar con las proteínas JAZs. Para ello se clonaron las regiones codificantes de 
AFP2 y AFP3 en el vector pGBT9, y JAZ1 en el vector pGAD24, y se analizó por doble 
híbrido su posible interacción. Se observó que ni AFP2 ni AFP3 interaccionaron  con 
JAZ1 (figura 24b). Estos datos sugirieron una posible especificidad de las proteínas 
JAZs por NINJA. 
 
ZIM jas 
NINJA::pGAD 
Control 
JAZ1:: pGBT9 
ΔTIFY 
1       1/100 
Figura 23. NINJA interacciona con el dominio TIFY de las proteínas JAZ. Ensayo de doble 
híbrido en levadura en la cepa  PJ69-4A de S. cerevisiae donde se co-tranformaron los vectores 
pGBT9::JAZ1 o los distintos fragmentos de JAZ1 especificados (BD) y pGAD424::NINJA (AD). 
Las colonias transformantes fueron sembradas en medio mínimo SD-Leu-Trp como control de 
crecimiento de la levadura (-2) y las interacciones entre las proteínas usadas fueron comprobadas en 
medio selectivo SD-Leu-Trp-His con las diluciones correspondientes. Se co-tranformaron los 
vectores pGBT9 y pGAD424 como controles de autoactivación del ensayo. 
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NINJA y todas las proteínas que pertenecen a la familia AFP están caracterizadas por 
presentar en su estructura tres dominios proteicos conservados, designados como A, B y 
C. Se ha sido descrito queel dominio C es necesario y suficiente para la interacción entre 
las proteínas AFP y el FT ABI5 (García y col., 2008) (figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para mapear la región específica de interacción de NINJA con las proteínas JAZs, se 
realizaron ensayos de dos híbridos en levaduras, en colaboración con el laboratorio del 
Dr. Goossens. Para ello, se clonaron distintos fragmentos de la proteína NINJA en el 
PPD1 
PPD2 
TIFY8 
Control 
pGBT9 
1      1/100 
NINJA::pGAD 
AFP2 
AFP3 
Control 
 
1      1/100 
 pGBT9 
JAZ1::pGAD a b 
Figura 25. Representación esquemática de los dominios estructurales conservados (A, B y C) de 
NINJA y la familia de proteínas AFP.  
Figura 24. Interacción de NINJA con proteínas de la familia ZIM. a. Ensayo de doble híbrido en 
la cepa AH109 de S. cerevissiae donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7::NINJA y 
pGBKT7::JAZ1, ::PPD1, ::PPD2 o ::TIFY8. b.  Ensayo de doble híbrido en la cepa AH109 de S. 
cerevissiae donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7::NINJA y pGBKT7::JAZ (AFP2 y 
AFP3). Los transformantes fueron sembrados en medio mínimo SD-Leu-Trp como control de 
crecimiento (-2). Para confirmar las posibles interacciones entre las proteínas usadas, las levaduras co-
transformadas fueron sembradas en medio selectivo SD-Leu-Trp-His-Ade (-4) sin diluir y diluídas 
100 veces  
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vector pGBT9, y se co-transformaron en la cepa PJ69-4A de S. cerevisiae, con el 
plásmido PGAD24 que contiene la secuencia codificante de la proteína JAZ1. Los 
resultados muestran, que el dominio C de la proteína NINJA es necesario y suficiente 
para interaccionar con JAZ1 (figura 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2.3. Caracterización fenotípica de las líneas de sobre-expresión de NINJA en 
respuesta a JA: inhibición del crecimiento de la raíz y medidas de antocianinas. 
Para caracterizar fenotípicamente las líneas de Arabidopsis de sobre-expresión de 
NINJA, se llevaron a cabo ensayos de inhibición de crecimiento de la raíz y 
acumulación de antocianinas en respuesta a tratamientos de JA o COR. Para los ensayos 
de inhibición del crecimiento de la raíz, se crecieron en medio Johnson durante 9 días, 
plántulas de Arabidopsis de  dos líneas de sobre-expresión de NINJA (OE1 y OE2), 
junto con el control Col-0. Se analizó la elongación de la raíz en ausencia o presencia de 
JA (10μM y 50μM) o COR (0,3μM y 1mM), y se observó que las líneas de sobre-
expresión de NINJA presentaban una menor sensibilidad a cualquiera de las hormonas, 
en comparación con las plantas silvestres, como reflejó el menor acortamiento de su raíz 
(figura 27a, b). También se realizaron ensayos de acumulación de antocianinas en dos 
líneas de sobre-expresión de NINJA.  Plántulas de 12 días de las líneas de sobre-
expresión de NINJA tratadas con JA o COR presentaban menor acumulación de 
antocianinas que plántulas silvestres, aunque este contenido era superior al de mutantes 
jin1 insensibles a la hormona (figura 27c). 
JAZ1:: pGAD 
A B C 
Control 
NINJA::  pGBKT9 
Figura 26. NINJA interacciona con las proteínas JAZ por el dominio C. Ensayos de dos híbridos 
en levadura en la cepa  PJ69-4A de S. cerevisiae donde se co-tranformaron los vectores 
pGBT9::NINJA así como distintos fragmentos especificados de dicha proteína (BD), con 
pGAD424::JAZ1 (AD). Las colonias transformantes fueron plaqueadas en medio mínimo SD-Leu-
Trp como control de crecimiento de la levadura (-2) y las interacciones entre las proteínas usadas 
fueron comprobadas en medio selectivo SD-Leu-Trp-His con las diluciones correspondientes. Se co-
tranformaron los vectores pGBT9 y pGAD424 como controles de autoactivación del ensayo.  
  
1     1/100 
96 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para comprobar si el fenotipo de insensibilidad a JA de las líneas que sobre-expresan 
NINJA puede ser explicado porque esta proteína proteja a las proteínas JAZ de la 
degradación por JA, se realizaron ensayos de degradación in vitro con extractos de 
Col-0                     OE1                   OE2                   Col-0          OE1          OE2          Col-0          OE1         OE2     
                  CONTROL                                 COR 0,3 uM                        COR 1uM                            
Figura 27. La sobre-expresión de NINJA genera insensibilidad al JA. a. Plántulas de Arabidopsis 
Col-0 y dos líneas de sobre-expresión de NINJA (OE1 y OE2) crecidas durante 9 días en medio 
Johnson control o en presencia de COR a las concentraciones indicadas. b. Análisis de la inhibición 
del crecimiento de la raíz en plántulas de Arabidosis Col-0 y en dos líneas de sobre-expresión de 
NINJA (OE1 y OE2) crecidas en condiciones control y en presencia de JA o COR a las 
concentraciones indicadas. Los datos se representan en forma de media±d.s. n=20-25 y son el 
resultado de tres experimentos independientes. c. Análisis de la acumulación de antocianinas en 
plántulas de Arabidopsis Col-0, jin1-2 y dos líneas de sobre-expresión de NINJA (OE1 y OE2) 
crecidas durante 12 días en medio Johnson control o en presencia de JA o COR a las concentraciones 
indicadas. Los datos se muestran como media media±d.s. n=10 y son el resultado de tres experimentos 
independientes. . Los asteriscos indican que las diferencias son estadísticamente significativas en 
comp ración c n Col-0 (t st t de Stude t * P≤ 0,01, Student ** P≤0,001).  
  
a 
b 
c 
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plantas transgénicas que sobre-expresan NINJA::GFP y la proteína JAZ3 marcada con 
35S. Se cuantificó la proteína residual JAZ3 [35S] tras la incubación con extractos 
silvestres o con extractos de plantas que sobre-expresan NINJA, tratados con JA. Se 
observó que, en ambos tipos de extractos, el tratamiento con JA provocó una 
degradación de la proteína JAZ3 marcada, de tal forma que a las 4 horas de tratamiento 
sólo quedaba en el medio menos del 10 por ciento de la proteína JAZ3 inicial (figura 
28). Además, en ausencia de la hormona (control) o en presencia del inhibidor del 
proteasoma MG132, la integridad de la proteína JAZ3 no se ve afectada (figura 28). 
Estos resultados indican, que NINJA no protege a las proteínas JAZ de la degradación 
en presencia de la hormona. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0     30     60     120   240 0      30      60     120    240 
Control 
MG132/JA 
JA 
Col-0 OE NINJA 
Figura 28. La sobre-expresión de NINJA no afecta a la estabilidad de las proteínas JAZ. a. Gel 
SDS-PAGE donde se observa la degradación gradual de la proteína marcada radiactivamente [35S]JAZ3  
después de la incubación con extractos celulares procedentes de plántulas de Arabidopsis Col-0  
silvestres o plántulas transgénicas que sobre-expresan NINJA, y  que han sido tratadas con 50 mM JA y 
+/- 200 mM MG132, un inhibidor específico del proteasoma. b. Gráfica donde se muestra la 
cuantificación de la proteína [35S]JAZ3 tras la incubación con extractos de plántulas de Arabidopsis 
silvestres Col-0 o plántulas transgénicas que sobre-expresan NINJA, a diferentes tiempos con los 
tratamientos indicados. Este experimento fue realizado por triplicado (n=3 +/ d.s)   
 
 
 
a 
b 
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3.2.2.4. Caracterización fenotípica de las líneas de pérdida de función de NINJA en 
respuesta a JA 
No existen líneas de pérdida de función de inserción de ADN-T para NINJA en los 
bancos de semillas de Arabidopsis, lo que sugiere que la pérdida de función de esta 
proteína podría ser letal. Por tanto, en el laboratorio del Dr. Goossens se generaron 
líneas transgénicas de Arabidopsis de ARN interferente (ARNi) para NINJA, que 
mostraban una reducción muy significativa en sus niveles de expresión (figura 29). Estas 
líneas se utilizaron en nuestro laboratorio para los análisis fenotípicos que se describen a 
continuación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.2.4.1. Inhibición del crecimiento de la raíz y acumulación de antocianinas 
mediada por JA en las líneas ARNi de NINJA 
Los ensayos de inhibición del crecimiento de la raíz, confirmaron un aumento en la 
sensibilidad a JA (10uM y 50uM) o COR (0,3 uM  y 1 uM) en las raíces de plántulas de 
las líneas de pérdida de función de NINJA en comparación  con plantas Col-0 silvestres 
(figura 30b), que se observó por un acortamiento significativo en la longitud de la raíz 
en las plantas tratadas con hormona (figura 30a). 
 
También se llevaron a cabo experimentos de medida de acumulación de antocianinas en 
respuesta a JA o COR. Como se observa en la figura 30c, ninguno de los tratamientos 
afecta diferencialmente al nivel de acumulación de antocianinas en estas líneas respecto 
de plantas control. 
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Figura 29.  Niveles de expresión de NINJA en las líneas 
transgénicas de ARNi. Cuantificación por PCR cuantitativa 
en tiempo real de la expresión de NINJA en dos líneas de 
Arabidopsis transgénicas de ARNi de NINJA en 
comparación con plántulas silvestres Col-0. 
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  Col - 0                  KD1                  KD2                       Col - 0         KD1           KD2                Col - 0         KD1         KD2   
  
  
Col-0           KD1                 KD2                    Col-0 
  
 KD1              KD2 
  
  
                     Control                             Cor 1 μΜ                  Cor 0,3 μΜ                                    
JA 10 μM                              JA 50 μM              
Figura 30.  Las líneas de disminución de función de NINJA son hipersensibles a JA. a. Plántulas de 
Arabidopsis Col-0 y dos líneas de reducción de función de NINJA (KD1 y KD2) crecidas durante 9 días 
en medio Johnson control o en presencia de JA o COR a las concentraciones indicadas. b. Análisis de la 
inhibición del crecimiento de la raíz en las plántulas anteriormente indicadas y en las mismas 
condiciones. Los datos se representan en forma de media±d.s. n=20-25 y son el resultado de tres 
experimentos independientes. c. Análisis de la acumulación de antocianinas en plántulas de Arabidopsis 
Col-0 y dos líneas de pérdida de función de NINJA (KD1 y KD2)  crecidas durante 12 días en medio 
Johnson control o en presencia de JA o COR a las concentraciones indicadas. Los datos se muestran 
como media±d.s. n=10 y son el resultado de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican la 
significancia estadística en comparación con Col-0 (test t de Student * P≤ 0,01, Student ** P≤0,001). 
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3.2.2.4.2. Análisis transcriptómico de las líneas de pérdida de función de NINJA 
Para estudiar el papel de NINJA en la regulación de la expresión génica mediada por JA 
se realizó un análisis transcriptómico mediante microarrays de Arabidopsis (Agilent). 
Se realizó una comparación de la expresión génica entre plántulas de Arabidopsis de 
reducción de función de NINJA y plántulas silvestres Col-0, en condiciones basales y  
en respuesta a tratamientos de 3 horas con COR. A partir del análisis de tres réplicas 
biológicas se obtuvieron los ratios de expresión relativa para cada uno de los genes 
representados en el microarray, así como los valores de probabilidad asociados a cada 
valor de expresión génica. Se consideraron genes con expresión significativamente 
aumentada en la línea ARNi NINJA con respecto a Col-0, aquellos genes con un ratio de 
intensidad (FoldChange) superior a 1,5 y un valor de probabilidad ajustada (FDR) 
inferior a 0,05. De forma análoga, la expresión génica significativamente disminuida en 
la línea ARNi NINJA con respecto a Col-0 fue considerada para valores de intensidad 
génica inferiores a -1,5 y una probabilidad menor a 0,05. Estos análisis revelaron que, 
incluso sin tratamiento exógeno con la hormona, las líneas de pérdida de función de 
NINJA, tienen sobre-expresados numerosos genes de respuesta temprana a JA en 
comparación con Col-0 (figura 31).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
101 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tomados en conjunto, los resultados del análisis fenotípico y transcriptómico de las 
líneas de sobre-expresión o reducción de función de NINJA apoyan la hipótesis de que 
NINJA se comporta como un regulador negativo de la vía de señalización de JA. 
 
3.2.2.5. Búsqueda de nuevos interactores de NINJA: TPL 
Para profundizar en el conocimiento de la función que desempeña NINJA en la 
señalización del JA, nuestros colaboradores en el VIB  realizaron un nuevo experimento 
de TAP-tagging usando NINJA como cebo. NINJA formó complejos con distintas 
proteínas entre las que se encuentran el co-represor TPL y sus homólogos TPR2 y 
TPR3. Estos complejos se formaron independientemente de la presencia o no en el 
Figura 31. Las líneas de reducción de función de NINJA son hipersensibles a JA.  Representación 
de los genes diferencialmente expresados en la línea  ARNi NINJA que se encuentran sobre-expresados 
en plantas tratadas con MeJA en condiciones control (apéndice tabla suplenetaria 2) y tratadas 3 horas 
con COR (apéndice tabla suplementaria 3). También se representa plántulas de Arabidopsis Col-0 y de 
ARNi NINJA crecidas en condiciones control y o en COR 1µM. 
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medio de JA. NINJA también fue capaz de formar complejos proteícos con MYC3, un 
FT cercano filogenéticamente a MYC2, y con algunas proteínas del grupo II de la 
familia TIFY, como JAZ12 y PPD2, lo que confirmó los resultados previos de TAP-
tagging  (Tabla 4 y 3).  
 
 
 
 
 
 
 
Se ha descrito que el co-represor TPL interacciona de forma directa con el motivo EAR 
(Ethylene-responsive element binding factor-associated Amphiphilic Repression) de la 
proteína IAA12. Además, dicho motivo participa en la represión transcripcional y se 
encuentra presente en la mayoría de las proteínas AUX/IAA (Szemenyei y col., 2008) . 
Basándonos en estos resultados, se analizó la secuencia aminoacídica de la proteína 
NINJA mediante alineamiento con las secuencias de las proteínas AUX/IAA, y se 
identificó un motivo EAR en el dominio A de NINJA (figura 32). Esto sugiere que 
podría darse una posible interacción directa entre TPL y NINJA mediada por el motivo 
EAR, de igual forma que TPL interacciona con las proteínas AUX/IAA mediante dicho 
dominio. Para confirmar esta hipótesis se realizaron ensayos de dos híbridos en 
levaduras y PD.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ATG Nombre proteína
AT5G27030 TPR3
AT1G15750 TOPLESS
AT3G16830 TPR2
AT4G14720 PPD2
AT5G46760 MYC3
AT5G20900 JAZ12
35S-NINJA-CmTAP
Tabla 4. Tabla de interactores de 
NINJA  obtenidos mediante técnicas 
de TAP-tagging. 
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Se realizaron ensayos de PD entre la proteína NINJA fusionada a MBP en su extremo 
amino terminal y extractos de plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína TPL 
fusionada al epítopo HA. En este experimento se observó que la proteína MBP::NINJA  
es capaz de formar complejo con TPL y que esta interacción no se debe a una 
interacción inespecífica debido a la proteína MBP (figura 33ab). 
 
Este resultado fue confirmado por ensayos de dos híbridos en levadura realizados en el 
laboratorio del Dr. Goossens. Estos ensayos demostraron una interacción directa entre 
ambas proteínas completas (figura 33b). Además, utilizando fragmentos de los tres 
dominios conservados de NINJA se confirmó que TPL interacciona con el dominio A, 
que contiene el motivo EAR. Al mutarse dicho motivo la interacción entre ambas 
proteínas ya no tiene lugar (figura 31b). Como se observa en la figura 26  la delecion del 
motivo EAR de NINJA  no afecta en la interacción con la proteína JAZ1. 
   
Estos resultados son consistentes con los de los ensayos de TAP-tagging usando la 
proteína JAZ5 como cebo, que se describen en la Tabla 4. Esos resultados confirmaron 
que JAZ5 es capaz de formar complejos con el co-represor TPL y otros dos miembros 
de esta familia de co-represores, TPR2 Y TPR3, en planta. 
 
Figura32. Localización del dominio EAR en las proteínas NINJA, AUX/IAA y AFP. Alineamiento 
de la secuencia proteica de la región amino terminal de 16 proteínas AUX/IAA caracterizadas por 
interaccionar con TPL, NINJA y cuatro proteínas AFP. Se representa la región proteica comprendida 
entre los aminoácidos 1-37, excepto para IAA9, IAA11, IAA18, IAA26, IAA27 y AFP1 que se 
representa la región comprendida entre los aminoácidos 1-70, AFP2 entre los aminoácidos 47-85 y AFP4 
entre el 54-90.  
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3.2.2.5.1. Caracterización fenotípica del mutante tpl-1 
La asociación de TPL con las proteínas JAZs a través de NINJA y su implicación en la 
regulación de la ruta del JA fue confirmada mediante el análisis fenotípico del mutante 
tpl-1. Se llevaron a cabo ensayos de inhibición del crecimiento de la raíz y de 
acumulación de antocianinas en respuesta a tratamientos con JA (10μM y 50μM) o COR 
(0,3μM y 1μM). Para ello se crecieron plántulas de Arabidopsis del mutante tpl-1 junto 
con el control Ler en medio Johnson durante 9 días, en ausencia o presencia de JA 
(10μM y 50μM) o COR (0,3μM y 1mM). El mutante tpl-1 presentaba una mayor 
sensibilidad al JA o a la COR, en comparación con las plantas silvestres Ler, como se 
refleja en el mayor acortamiento de su raíz en respuesta a cada una de las hormonas 
(figura 34a, b). La medida de antocianinas, sin embargo, no mostró cambios 
significativos. 
input 
T L      T T L      T 
MBP NINJA resina 
TPL:HA 
L 
Figura 33. NINJA interacciona con TPL por su dominio EAR. a. Membrana de WB revelada con 
anticuerpo anti-HA donde se observa la proteína TPL::HA recuperada después de ensayos de PD 
donde se usaron plantas transgénicas que sobre-expresan TPL::HA (T) o Ler (L)  y proteínas 
recombinantes MBP o NINJA fusionada a MBP. En la línea inferior se muestran geles teñidos con 
Coomassie donde se observa la cantidad de proteína recombinante usada. b. Ensayo de doble híbrido 
en levadura donde se co-tranformaron los vectores pGBT9 (DU) and pGAD424 (DA) en los que se 
clonaron las secuencias codificantes de las proteínas NINJA y TPL respectivamente, así como 
distintos fragmentos de la proteína NINJA. Las colonias transformantes fueron sembradas en medio 
mínimo SD-Leu-Trp (-2) y en medio selectivo SD-Leu-Trp-His (-3) con las diluciones indicadas. Se 
co-tranformaron los vectores pGBT9 y pGAD424 como controles de autoactivación del ensayo. 
 
 
 
 
Control 
NINJA::  pGBT9 
TOPLESS :: pGAD 
B C 
B C 
B C 
 
 
EAR 
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Estos resultados sugieren que las proteínas JAZs ejercen su función de represión 
transcripcional de los genes inducibles por JA mediante su asociación con el co-represor 
TPL, a través de NINJA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 a 
Ler Ler 
JA 50μM JA 10 μM 
Ler tpl-1 
Control 
tpl-1 tpl-1 
Figura 34. El mutante tpl-1 es hipersensible a JA a. Plántulas de Arabidopsis Col-0 y tpl-1 crecidas 
durante 9 días en medio Johnson control o en presencia JA a las concentraciones indicadas. b. Análisis 
de la inhibición del crecimiento de la raíz en  las plántulas anteriormente indicadas, crecidas en medio 
Johnson control o en presencia de JA (10 μM y 50 μM) o COR (0,3 μM y 1 μM). Los datos se 
representan en forma de media±d.s. n=20-25 y son el resultado de tres experimentos independientes. c. 
Análisis de la acumulación de antocianinas en plántulas de Arabidopsis Col-0 y el mutante tpl-1 durante 
12 días en medio Johnson control o en presencia de JA o COR a las concentraciones indicadas. Los 
datos se muestran como media media±d.s. n=10 y son el resultado de tres experimentos independientes. 
Los asteriscos indican la significancia estadística en comparación con Col-0 (test t de Student * P≤ 
0,01, Student ** P≤0,001).  
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3.2.2.6. Caracterización de NINJA como represor transcripcional 
Considerando la asociación de NINJA con TPL, se analizó la posible capacidad 
transcripcional represora de la proteína NINJA. Para ello, se realizaron experimentos de 
expresión transitoria en protoplastos llevados a cabo en el laboratorio del Dr. A. 
Goossens, que  confirmaron que NINJA se comporta como un co-represor 
transcripcional. En estos experimentos, la co-expresión  de NINJA con el FT MYC2 
redujo de forma significativa la capacidad transcripcional del FT (figura 35b). Además, 
el dominio que contiene el motivo EAR es suficiente para mantener la represión de la 
expresión del gen reportero (Figura 35a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estos resultados apoyan la hipótesis de que las proteínas NINJA y TPL se comportan 
como co-represores transcripcionales de la vía de señalización de JA en Arabidopsis. 
Además, son consistentes con un modelo en el que TPL es un co-represor general de la 
transcripción en plantas, que es reclutado a promotores específicos por las proteínas 
JAZs mediante la proteína adaptadora NINJA. 
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Figura 35. NINJA actúa como un represor transcripcional en la vía de señalización del JA. 
Actividad de transactivación en protoplastos de tabaco transfectados con el vector que contiene el gen 
reportero PUAS–fLUC, las construcciones que poseen las secuencias diana específicas fusionadas o no 
al dominio GAL4DBD y el vector de normalización  P35SrLUC. Los datos se muestran como la 
media±d.s. relativos a valor de referencia (barra negra), n=8 (dos asteriscos, P≤ 0.01, tres asteriscos, 
P≤ 0.001). a. Medida de la represión de la actividad transcripcional de un gen reportero cuando se co-
transfectan los protoplastos con distintos fragmentos de NINJA b. represión de la actividad 
transcripcional del FT de MYC2 por NINJA. Los asteriscos indican la significancia estadística en 
comparación el control (test t de Student ** P≤ 0,01, Student ** P≤0,001). 
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3.3. Modelos de co-represión alternativos al tandem NINJA-TPL-JAZ 
3.3.1. Motivo de represión EAR en la familia de proteínas JAZs 
Se realizó un análisis de las secuencias de las proteínas de la familia JAZ usando el 
algoritmo ClustalW, y se observó la presencia del motivo EAR en cuatro de ellas. Esto 
ha sido confirmado posteriormente por Kagale y col., 2010 (tabla 5).  
 
 
 
 
 
 
 
Las proteínas JAZ7 y JAZ8 poseen un dominio EAR en su extremo amino terminal del 
tipo LXLXL (tabla 7). Las proteínas JAZ5 y JAZ6 poseen dos dominios de represión 
EAR, uno en el extremo carboxilo terminal de tipo LXLXL y otro en la parte central de 
la proteína de tipo DLNEP (figura 36 y tabla 5).  
 
La existencia de estos dominios EAR en proteínas JAZs sugiere que la maquinaria 
represora de la vía de señalización del JA podría tener distintas alternativas al modelo de 
represión general formado por el complejo proteico JAZ-NINJA-TPL, en las cuales TPL 
ejerciera su función represora interaccionando directamente con el motivo EAR de estas 
proteínas JAZs, en lugar de hacerlo a través de la proteína adaptadora NINJA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ATG Proteína Secuencia Loc
AT1G17380 JAZ5 DLNEPT 156
LDLRL 272
AT1G72450 JAZ6 DLNEPT 162
LELKL 267
AT1G30135 JAZ7 LELKL 10
AT2G34600 JAZ8 LELKL 28
Motivo EAR
Tabla 5. Motivos EAR de las 
proteínas JAZ. Tabla donde se 
detalla la localización (Loc) y tipo 
de dominio EAR que poseen 
algunas proteínas de la familia JAZ.  
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3.3.2. JAZ5 y JAZ6 son dianas directas de TPL 
Los ensayos de TAP-tagging descritos anteriormente, demostraron que la proteína JAZ5 
es capaz de formar complejos proteicos con el co-represor TPL y con otros dos 
miembros de esta familia, TPR2 y TPR3 (tabla 6), aunque estos resultados no 
demuestran que la interacción sea directa. Para investigar la hipótesis de una posible 
interacción directa entre algunos miembros de la familia JAZ y el co-represor TPL, se 
llevaron a cabo ensayos de dos híbridos en levaduras y experimentos de PD. 
 
Para los ensayos de dos híbridos, se clonaron las regiones codificantes de las proteínas 
de la familia JAZ en el vector pGBKT7 (AD) y se co-transformaron en la cepa ΔH109 
de S. cerevisiae con el plásmido pGADT7 que contiene la secuencia codificante de la 
proteína TPL.  Estos ensayos demostraron que sólo las proteínas JAZ5 y JAZ6 son 
capaces de interaccionar de una forma directa con el co-represor TPL (figura 37a). 
  
Estos experimentos también se realizaron en el sentido contrario, es decir, clonando las 
regiones codificantes de las proteínas de la familia JAZ en el vector pGADT7 (AD) y la 
secuencia codificante de la proteína TPL en el vector pGBKT7 (BD). En este sentido, no 
sólo las proteínas JAZ5 y JAZ6 interaccionaron con el co-represor, sino que, de una 
forma más débil, también se observó interacción con otros miembros de la familia JAZ 
(JAZ1, JAZ2 y JAZ7) (figura 37b). 
 
Además, se realizaron experimentos de PD con las proteínas JAZs fusionadas a la 
proteína de unión a la maltosa (MBP::JAZ) y extractos de plantas transgénicas que 
Figura 36. Representación esquemática de la secuencia proteica de las proteínas JAZ5 y 
JAZ6. Representación de los dominios estructurales 1, ZIM y JAS de las proteínas JAZ5 y JAZ6. 
En rojo se señalan los motivos EAR de ambas proteínas. 
 
 
Dominio 1 
Dominio ZIM 
Dominio JAS 
TIFY 
Jas 
EAR 
EAR 
JAZ5 
JAZ6 
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sobre-expresan la proteína TPL fusionada al epítopo HA. Dichos ensayos confirmaron 
los resultados obtenidos en los ensayos de dos híbridos en levadura. Las proteínas JAZ5 
y JAZ6  fusionadas a MBP, son capaces de formar complejos proteicos con el co-
represor TPL, interaccionando de forma muy fuerte. También se observó una interacción 
débil entre el co-represor y las proteínas JAZ1, JAZ2 y JAZ9 (figura 37c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   T     L     T   L     T    L      T      L     T    L      T     L      T   
L      T      T    L     T      L      T      L      T    L      T     L     T     L     T     L     T 
resina MBP   JAZ1    JAZ2   JAZ3    JAZ4    JAZ5     JAZ6 input 
input JAZ7  JAZ8   JAZ9   JAZ10  JAZ11 JAZ12 
-2 
-4 
-2 
-4 
 1     2       3      4       5      6     7    8       9   10   11   12 
1     2       3      4      5      6       7    8       9   
JAZ-BD 
TPL-AD 
TPL-BD 
10     11   12 
JAZ-AD 
a 
b 
Figura 37. Interacción de TPL con proteínas JAZ. a,b. Ensayo de dos híbrido en la cepa AH109 
de S. cerevisiae donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7 (AD) y pGBKT7 (BD) que 
expresan las proteínas indicadas en cada caso. Los transformantes fueron sembrados en medio 
mínimo SD-Leu-Trp como control de crecimiento (-2). Para confirmar las posibles interacciones 
entre las proteínas usadas, las levaduras co-transformadas fueron sembradas en medio selectivo SD-
Leu-Trp-His-Ade (-4). b.  Membranas de WB reveladas con anticuerpo anti-HA donde se observa la 
proteína TPL::HA recuperada después de ensayos de PD donde se usaron plantas transgénicas que 
sobre-expresan TPL::HA (T) o WT (Ler, L)  y proteínas recombinantes MBP o MBP::JAZ. En la 
línea inferior se muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína 
bi  d  
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3.3.2.1. Dominio de interacción de JAZ5 y JAZ6 con el represor TPL : dominio 
EAR 
Para mapear la región específica de interacción de las proteínas JAZ5 y JAZ6 con TPL,  
se llevaron a cabo ensayos de dos híbridos en levadura con distintas variantes 
delecionadas de las proteínas JAZ5 y JAZ6. Se generaron tres fragmentos que se 
denominaron dominio 1, dominio ZIM  y dominio JAS (figura 33). El dominio ZIM 
contiene el motivo EAR del tipo DLNEP, y el dominio JAS contiene en su extremo 
carboxilo terminal el motivo EAR del tipo LXLXL. Dichos fragmentos se clonaron en el 
vector pGBKT7 (BD) y se co-transformaron en la cepa de levaduras S. cerevisiae, con el 
vector pGAD (AD) donde se clonó la secuencia codificante de TPL. Los resultados 
demostraron que TPL solamente  fue capaz de interaccionar con el fragmento de JAZ5 o 
JAZ6 que contiene el motivo EAR del tipo DLNEP (figura 38a).  
 
Además, estos resultados se confirmaron mediante ensayos de PD. Para ello, se 
fusionaron las proteínas JAZ5 y JAZ6, así como los dominios 1, ZIM y Jas de dichas 
proteínas, a la MBP en el extremo amino terminal y se incubaron con extractos de 
plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína TPL fusionada al epítopo HA. En 
dichos ensayos se observó, que únicamente las proteínas completas JAZ5 y JAZ6 
fusionadas a MBP, así como el fragmento ZIM que contiene el motivo EAR del tipo 
DLNEP de cada una de ellas, son capaces de interaccionar con el co-represor TPL 
(figura 38b).  
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Para confirmar la hipótesis de que la interacción entre TPL y las proteínas JAZs se da a 
través del dominio EAR del tipo DLNEP, se generaron construcciones del fragmento 
ZIM de las proteínas JAZ5 y JAZ6 en las que fueron mutados por Alaninas los residuos 
del dominio EAR implicados en la represión, (DLNEP→AANEA ).Ambas 
construcciones fueron clonadas en los vectores  pGADT7 y pGBKT7 y co-
transformadas respectivamente en la cepa ΔH109  de S. cerevisiae con la construcción 
apropiada de TPL. 
 
Los resultados de los experimentos en levadura demostraron, independientemente de la 
dirección en la que se encuentren clonados los fragmentos, que cuando el motivo EAR 
de tipo DLNEP se encuentra mutado, TPL no es capaz de seguir manteniendo la 
interacción con el fragmento ZIM  (figura 39a). 
  
-2 
-4 
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FL    1    ZIM   JAS FL   1     ZIM    JAS L      T     L      T      L     T      L       T      L      T 
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JAZ6        D1          ZIM       JAS 
Figura 38. Interacción de TPL con el dominio ZIM de JAZ5 y JAZ6. a,b. Ensayo de doble híbrido 
donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7 y pGBKT7 que expresan las proteínas indicadas 
en cada caso. Los transformantes fueron sembrados en medio mínimo SD-Leu-Trp como control de 
crecimiento (-2) o en medio selectivo SD-Leu-Trp-His-Ade (-4). b.  Membranas de WB reveladas con 
anticuerpo anti-HA donde se observa la proteína TPL::HA recuperada después de ensayos de PD 
donde se usaron plantas transgénicas que sobre-expresan TPL::HA (T) o WT (Ler; L)  y las proteínas 
recombinantes MBP, JAZ5, JAZ6 y sus correspondientes fragmentos fusionadas a MBP. En la línea 
inferior se muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína 
recombinante usada. 
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Estos resultados en levadura se confirmaron con ensayos de PD. Para ello, se clonaron 
en el vector pTH1 las secuencias codificantes completas de  JAZ5 y JAZ6, los dominios 
1, ZIM y JAS de dichas proteínas y el dominio ZIM de ambas proteínas con el motivo 
EAR mutado, se expresaron en la cepa BL21 de E. coli y se purificaron. Dichas 
proteínas llevan el epítopo MBP fusionado a su dominio amino terminal. Posteriormente 
se incubaron con  extractos de plantas transgénicas que sobre-expresan la proteína TPL 
fusionada al epítopo HA.  En dichos ensayos se observó, que únicamente las proteínas 
completas, así como el fragmento ZIM que contiene el motivo EAR del tipo DLNEP, 
son capaces de interaccionar con el co-represor TPL (figura 39b). Ninguno de los 
fragmentos ZIM de las proteínas JAZ5 y JAZ6 que contienen el motivo EAR mutado 
fueron capaces de interaccionar con dicho co-represor (figura 39b). Estos resultados 
apoyan la hipótesis de que el motivo EAR del tipo DLNEP es el responsable de la 
interacción directa con el co-represor TPL. 
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Figura 39. Interacción de TPL con uno de los motivos EAR de JAZ5 y JAZ6. a,b. Ensayo de 
doble híbrido donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7 (TPL, JAZ5FL1, JAZ5.1, 
JAZ5.ZIM, JAZ5.JAS, JAZ5.ZIMMUT1, JAZ6FL1, JAZ6.1, JAZ6.ZIM, JAZ6.JAS, JAZ6.ZIMMUT1) y 
pGBKT7 (TPL, JAZ5FL2, JAZ5.ZIMMUT2, JAZ6FL2, JAZ6.ZIMMUT2). Los transformantes fueron 
sembrados en medio mínimo SD-Leu-Trp como control de crecimiento (-2) o en medio selectivo SD-
Leu-Trp-His-Ade (-4) para comprobar las interacciones. b.  Membranas WB reveladas con anticuerpo 
anti-HA donde se observa la proteína TPL-HA recuperada después de ensayos de PD donde se usaron 
plantas transgénicas que sobre-expresan TPL::HA (T) o WT (Ler; L)  y las proteínas recombinantes 
MBP, JAZ5, JAZ6 y sus correspondientes fragmentos fusionados a MBP. En la línea inferior se 
muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína recombinante usada. 
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Los mismos experimentos de PD y dos híbridos en levaduras con la proteína JAZ6 
completa con el motivo EAR mutado confirmaron que el dominio EAR DLNEP es 
necesario y suficiente para la interacción con TPL, incluso en el contexto de la proteína 
completa (figura 40).  
a                                                           b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Para descartar que el dominio EAR intervenga en la formación de homo-dímeros entre 
las distintas proteínas JAZs, se realizaron ensayos de PD con extractos de plantas que 
sobre-expresan JAZ6 fusionada al epítopo HA, y las proteínas recombinantes JAZ6 
salvaje y JAZ6 con el dominio EAR tipo DLNEP mutado, fusionadas a MBP. Como se 
observa en la figura 41, la mutación de dicho dominio no afecta a la homo-dimerización 
de JAZ6. Esto indica que dichos residuos no son esenciales para que las proteínas JAZ 
interaccionen entre ellas. 
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Figura40. Interacción de TPL con el motivo EAR de la proteína JAZ6. a. Ensayo de doble 
híbrido donde se co-transformaron los plásmidos pGADT7 y pGBKT7 que contienen las secuencias 
codificantes de la proteína JAZ6 completa así como los fragmentos 1, ZIM y JAS  de dicha proteína. 
También se clonaron las versiones mutadas del motivo EAR, tanto en la versión completa como en el 
fragmento ZIM. Los transformantes fueron sembrados en medio mínimo SD-Leu-Trp como control 
de crecimiento (-2) o en medio selectivo SD-Leu-Trp-His-Ade (-4) para comprobar las posibles 
interacciones. b. Membranas de WB reveladas con anticuerpo anti-HA donde se observa la proteína 
TPL::HA recuperada después de ensayos de PD donde se usaron plantas transgénicas que sobre-
expresan TPL::HA (T) o WT (Ler; L)  y las proteínas recombinantes MBP, JAZ5, JAZ6 y sus 
correspondientes fragmentos fusionados a MBP.  
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3.3.2.2. Caracterización fenotípica de los mutantes de pérdida y ganancia de 
función en los genes JAZ5 y JAZ6 
Los resultados obtenidos sugieren que JAZ5 y JAZ6 podrían jugar un papel específico 
en la regulación de las respuestas a JA, a través de un mecanismo alternativo al de los 
complejos JAZ-NINJA-TPL. Para comprobar esta hipótesis se obtuvieron líneas 
amiARN en el laboratorio del Dr. Micoll silenciadas  para los alelos JAZ5 y JAZ6, y 
posteriormente se seleccionó en el laboratorio la progenie de  plantas homocigotas para 
los dos genes y se comprobó por RT-PCR la pérdida de expresión para ambos genes en 
distintas líneas (figura 42a). Además, se generaron líneas transgénicas estables de 
Arabidopsis que expresaban JAZ5 o JAZ6 bajo el control del promotor 35S del virus del 
mosaico de la coliflor (CaMV) fusionadas al epítopo GFP (figura 42b). Para llevar a 
cabo los análisis se usaron las líneas amiARN 3 y 4, y las líneas de sobre-expresión 3, 
para JAZ5 y 1 para JAZ6 (figura 42). En estas líneas se estudiaron varias respuestas 
reguladas por JA como son, inhibición del crecimiento de la raíz, acumulación de 
antocianinas, peso fresco y defensa frente a hongos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. El dominio EAR no interviene en  la homo-dimerización de JAZ6.  Membrana de WB 
revelada con anticuerpo anti-HA donde se observa la proteína JAZ6::HA recuperada después de 
ensayos de PD donde se usaron plantas transgénicas que sobre-expresan JAZ6::HA (J) o WT (Col-0; 
C)  y las proteínas recombinantes MBP,  JAZ6 y JAZ6 mut fusionadas a MBP. En la línea inferior se 
muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína recombinante usada. 
 
JAZ6::HA 
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3.3.2.2.1. Inhibición del crecimiento de la raíz mediada por JA o COR 
Las medidas de la raíz de plántulas de las líneas amiARN JAZ5/JAZ6 y 35S::JAZ5 o 
35S::JAZ6 crecidas en presencia de JA o COR (o en su ausencia; control) mostraron que 
las líneas amiARN seleccionadas muestran diferencias significativas con el WT 
(hipersensibilidad) a concentraciones altas de JA (figura 43). Las líneas que sobre-
expresan las proteínas JAZ5 o JAZ6 son insensibles a COR en comparación al control 
Col-0 usado, pero no se observan diferencias significativas cuando son crecidas en 
presencia de JA (figura 43). 
 
Estos resultados indican que las proteínas JAZ5 y JAZ6 podrían ejercer en la raíz una 
posible función represora de la señalización de la hormona.  
 
Figura 42. Niveles de expresión de los genes JAZ5 y JAZ6 en las líneas de silenciamiento 
amiARN y de sobre-expresión. a. RT-PCR cuantitativa para la expresión de los genes JAZ5 y JAZ6 
en distintas líneas homocigotas  amiARN  JAZ5/JAZ6 de Arabidopsis (líneas 1, 2, 3, 4, 5 y 6). Las 
columnas muestran los niveles de expresión de cada gen analizado respecto a su control interno. Se 
muestran los datos de tres réplicas técnicas correspondientes a una réplica biológica. b. Membrana de 
ensayo de WB revelada con anticuerpo anti-GFP donde se muestran los niveles de expresión proteica 
de distintas líneas transgénicas de sobre-expresión para JAZ5 (5.1; 5.2 y 5.3) y JAZ6 (6.1, 6.2 y 6.3).   
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3.3.2.2.2. Peso fresco 
El tratamiento con JA-Ile provoca una reducción del crecimiento y, por tanto, del peso 
fresco de la planta. Por ello, se analizó el efecto del JA en la reducción del peso fresco 
cuantificando la relación del peso fresco de plántulas antes y después de ser tratadas con 
JA. Se utilizaron plántulas de las líneas amiARN JAZ5/JAZ6, OE::JAZ5 y OE::JAZ6  y 
se compararon con las líneas control Col-0 y jin1-2. Como se muestra en la figura 44, 
solo se observaron diferencias significativas en las líneas de sobre-expresión, lo que 
sugiere que JAZ5 y JAZ6 son represores de la respuesta a la hormona, cuya función es 
redundante con la de otros JAZs. 
 
 
Figura 43. Ensayo de inhibición del crecimiento de la raíz en presencia de hormona en las líneas 
de silenciamiento amiARN JAZ5/JAZ6 y de sobre-expresión JAZ5::GFP y JAZ6::GFP. 
Plántulas de Arabidopsis Col-0, dos líneas de sobre-expresión de JAZ5 o JAZ6 y dos líneas amiARN 
JAZ5/JAZ6 fueron crecidas durante 8 días en medio Johnson control o en presencia de JA o COR a 
las concentraciones indicadas. Los datos se representan en forma de media±d.s. n=20-25 y son el 
resultado de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican la significancia estadística en 
comparación con Col-0 (test t de Student * P≤ 0,01, Student ** P≤0,001). 
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3.3.2.2.3. Infección por Botrytis cinerea 
Se estudió también la respuesta de las líneas  amiARN y sobre-expresión para JAZ5 y 
JAZ6 a la infección con el hongo necrotrófo Botrytis cinerea, que activa en la planta 
defensas dependientes de JA. De acuerdo con publicaciones anteriores (Yang y col., 
2012)  el mutante coi1-30, insensible a JA, muestra mayor susceptibilidad al hongo que 
plantas WT (Col-0), lo que se traduce en una mayor producción de esporas cinco días 
después de la infección (figura 45).  Las líneas 35S:JAZ5::GFP y 35S:JAZ6::GFP 
mostraron una acumulación de esporas significativamente superior a los controles WT, 
aunque no tan acusada como en el mutante coi1-30.  En el caso de las plántulas 
amiARN JAZ5/JAZ6 no se observaron diferencias significativas. Estos resultados 
concuerdan con una función represora de las proteínas JAZ5 y JAZ6 en parte aérea.  
 
 
Figura 44. Efecto del JA en lareducción del peso freso de las líneas de silenciamiento amiARN 
JAZ5/JAZ6 y de sobre-expresión JAZ5::GFP y JAZ6::GFP. Plántulas de Arabidopsis Col-0, las 
líneas de sobre-expresión de JAZ5 o JAZ6 y dos líneas amiARN JAZ5/JAZ6 fueron  crecidas durante 
8 días en medio Johnson control o en presencia de JA 50µM. Los datos se representan como la 
relación entre plántulas tratadas con JA 50µM/plántulas sin tratar.donde n=20-25 y son el resultado 
de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican la significancia estadística en 
comparación con Col-0 (test t de Student * P≤ 0,01, Student ** P≤0,001). 
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos para las plantas transgénicas de sobre-
expresión de JAZ6ΔJas que se muestran en la figura 11, y que apoyan el papel represor 
de JAZ6. Por tanto, en conjunto, los resultados obtenidos en los análisis fenotípicos 
sugieren que las proteínas JAZ5 y JAZ6 se comportan como represores transcripcionales 
Figura 45. Ensayo de infección por el hongo necrotrofo Botritys cinerea en las líneas de 
silenciamiento amiARNJAZ5/JAZ6 y de sobre-expresión JAZ5::GFP y JAZ6::GFP. a. 
Representación del número de esporas infectivas a los cinco días de la inoculación en 15 hojas de 
cada genotipo utilizado.  Los datos se representan en forma de media±d.s. n=15 y son el resultado de 
dos experimentos independientes. Los asteriscos indican las diferencias estadísticamente 
significativas en comparación con Col-0 (test t de Student * P≤ 0,01, Student ** P≤0,001).  b. hojas 
infectadas de cada uno de los genotipos a los cinco días de la inoculación con el hongo.  
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de la vía de señalización del JA, involucrados en la inhibición del crecimiento de la raíz 
y de la parte aérea, y en la defensa frente a patógenos necrotrofos. 
 
3.3.2.2.4. Acumulación de antocianinas mediada por JA y COR 
Ni en condiciones control, ni tras los tratamientos con JA o COR, ninguno de los 
genotipos analizados (líneas amiARN JAZ5/JAZ6, y de sobre-expresión OE::JAZ5 y 
OE::JAZ6) presentaba diferencias significativas con respecto a los controles WT en 
cuanto a la acumulación de antocianinas (figura 46).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.3. Interactores adicionales de TPL: posibles mecanismos de represión 
Algunos estudios sugieren que TPL podría reprimir la transcripción mediante el 
reclutamiento de proteínas Histona Deacetilasas (HDA). Además, estudios recientes han 
demostrado que algunas de estas proteínas (ej: HDA6 y HDA19) podrían estar 
Figura 46. Ensayo de acumulación de antocianinas en presencia de hormona en las líneas de 
silenciamiento amiARN JAZ5/JAZ6 y de sobre-expresión JAZ5::GFP y JAZ6::GFP. Plántulas 
de Arabidopsis Col-0, dos líneas de sobre-expresión de JAZ5 o JAZ6 y dos líneas amiARN 
JAZ5/JAZ6 (amiARN 1 y amiARN 2) fueron  crecidas durante 12 días en medio Johnson control o en 
presencia de JA o COR a las concentraciones indicadas. Los datos se representan en forma de 
media±d.s. n=20-25 y son el resultado de tres experimentos independientes. No se observaron 
diferencias estadísticamente significativas utilizando t de Student. 
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implicadas en los mecanismos de represión de la ruta de señalización de JA (Long y 
col., 2006; Wu y col., 2008; Krogan y col., 2012).  Para comprobar si TPL interacciona 
con la HDA6 se llevaron a cabo ensayos de doble híbrido en levaduras y PD. En ambos 
casos, los resultados sugieren que ambas proteínas interaccionan de una forma directa 
(figura 47). Como se observa en la figura 47a, las levaduras co-tranformadas con los 
plásmidos que expresan el co-represor TPL y la proteína HDA6 son capaces de crecer 
en medio mínimo -4. Por otra parte, la proteína recombinante HDA6 es capaz de 
arrastrar a la proteína TPL::HA en ensayos de PD (figura 47b). Como control positivo 
de interacción con TPL, en estos experimentos se usó el fragmento ZIM de la proteína 
JAZ6 (J6ZIM), y como control negativo se usó el fragmento ZIM con el dominio EAR 
mutado de la proteína JAZ6 (J6ZIMM). 
 
Estos resultados confirman que TPL puede interactuar directamente con HDAs, y por 
tanto, apoyan la hipótesis de que su función represora se ejerce a través del 
reclutamiento de HDAs y la modificación de la cromatina por de-acetilación de histonas. 
a                                                                     b 
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Figura 47. Interacción de TPL con la proteína HDA6. a. Ensayo de doble híbrido donde se co-
transformaron los plásmidos pGADT7::HDA6 y pGBKT7::TPL. Los transformantes fueron 
sembradossin diluir y a una dilución 1/10 en medio mínimo SD-Leu-Trp como control de crecimiento 
(-2) o en medio selectivo SD-Leu-Trp-His-Ade (-4), para comprobar las posibles interacciones. Como 
control positivo (C+) se usó pGAD::JAZ6, como control negativo (C-) se usó PGAD::JAZ1 b.  
Membranas de Western blot reveladas con anticuerpo anti-HA donde se observa la proteína TPL::HA 
recuperada después de ensayos de PD donde se usaron plantas transgénicas que sobre-expresan 
TPL::HA (T) o WT (Ler; L) y las proteínas recombinantes MBP::JAZ6.ZIM (J6ZIM), 
MBP::JAZ6.ZIM con el dominio EAR mutado (J6ZIMM) y MBP::HDA6 (HDA6). En la línea inferior 
se muestran geles teñidos con Coomassie donde se observa la cantidad de proteína recombinante. 
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4. Discusión  
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4.1. La familia de represores JAZs 
La identificación de la familia de proteínas JAZs supuso un gran avance en la 
comprensión de los mecanismos moleculares que median la señalización del JA, ya que 
por primera vez se demostró la existencia de una familia de represores que enlazaban la 
percepción de la hormona con los FT que activan las respuestas a JA (Thines y col., 
2007; Chini y col., 2007; Yan y col., 2007). El descubrimiento de las proteínas JAZs 
proporcionó, por tanto, el nexo de unión entre los dos componentes mejor 
caracterizados hasta el momento en el que se inició esta tesis, el complejo SCFCOI y el 
FT MYC2 (Devoto y col. 2002; Lorenzo y col. 2004; Lorenzo y col., 2005). 
 
En este trabajo se ha caracterizado el mutante dominante jai3-1, identificado 
previamente mediante cribado genético en Arabidopsis. Este mutante generaba una 
proteína JAZ3 truncada, carente del dominio Jas, que daba lugar a un fenotipo de 
insensibilidad a JA y una deficiencia en la respuesta transcripcional a la hormona (Chini 
y col., 2007). Además, la sobre-expresión de la proteína JAZ3 completa no presentaba 
ninguna alteración relacionada con la ruta del JA, pero la sobre-expresión en plantas de 
Arabidopsis de la proteína truncada JAZ3ΔC (sin dominio Jas) le confería a las plantas 
un fenotipo de insensibilidad a JA similar al de jai3-1 (figura 3). Esto confirmó la 
importancia de dicho dominio para la regulación de la funcionalidad de la proteína y 
sugería que las proteínas JAZs podrían comportarse como reguladores negativos de la 
señalización del JA (Chini y col., 2007). Por el contrario, en el mutante de pérdida de 
función de la proteína completa no se ve alterada la sensibilidad de la planta al JA, lo 
que sugiere una redundancia funcional con los demás miembros de la familia JAZ 
(Chini y col. 2007; Thines y col. 2007) (figura 3).  
 
La naturaleza dominante negativa del mutante jai3-1, la localización nuclear de la 
proteína JAZ3, así como la ausencia de un dominio de unión a DNA sugería que las 
proteínas de la familia JAZ podrían comportarse como represores de FTs reguladores de 
las respuestas a JA (Chini y col. 2007; Thines y col., 2007; Yan y col., 2007). Ensayos 
de interacción proteína-proteína confirmaron que el FT MYC2 era diana directa de las 
proteínas JAZs (figura 13). Análisis transcriptómicos demostraron que los genes 
reprimidos en respuesta a JA en el mutante jai3-1 corresponden a genes regulados 
positivamente por MYC2 (figura 16), lo que sugería que JAZ3 regula negativamente la 
actividad de MYC2.  
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Por otra parte, los análisis transcriptómicos mostraton una alteración de la expresión de 
genes JAZ en fondos con actividad MYC2 alterada, lo que sugería miembros de la 
familia JAZ, son dianas transcripcionales  de MYC2, y que por tanto la vía de 
señalización de los JAs está regulada por un mecanismo de retroalimentación negativa, 
en el que están implicadas las proteínas JAZs y MYC2. Los ensayos de unión a DNA y 
retardo en gel (EMSA) confirmaron que MYC2 se une a las caja G y T/G, que se 
encuentra sobre-representada en la secuencia promotora del gen JAZ3 y otros miembros 
de la familia JAZ (figura 17).  
 
La identificación de la familia de proteínas JAZs proporcionó por tanto una nueva 
herramienta para poder identificar nuevos FT implicados en la regulación de JA. Debido 
a que los mutantes de pérdida de función  myc2 no están afectados en todas las 
respuestas a JA, otros FTs podrían participar en la regulación por la hormona. Mediante 
las técnicas de interacción proteica de cribado en levaduras y TAP-tagging usando las 
proteínas JAZs como cebo, se identificaron los FT MYC3 y MYC4, que actúan 
aditivamente con MYC2 en la regulación de distintas respuestas a JA (Fernández-Calvo 
y col., 2011; Cheng y col., 2011; Niu y col., 2011). Además, mediante ensayos de PD, 
se demostró que la mayoría de las proteínas de la familia JAZ son interactores directos 
de MYC3 y MYC4 (figura 15). No obstante, puesto que en los triples mutantes 
myc2myc3myc4 algunas respuestas a JA no están completamente bloqueadas como en 
coi1 (como por ejemplo la viabilidad del polen) se espera que existan otras dianas de las 
proteínas JAZs, al menos en tejidos concretos o en determinados procesos de desarrollo. 
En estudios recientes se ha demostrado que otras proteínas bHLH (bHLH003, 
bHLH013 y bHLH017), FT de la familia MYB, y los FT TT8, GL3, EIN3 y EIL1 
interaccionan con los represores JAZs y participan en la regulación de diversos procesos 
mediados por JA como son la acumulación de antocianinas, formación de tricomas, el 
desarrollo de estambres, la producción de pelos radiculares y la defensa frente a hongos 
necrotrofos (Qi y col., 2011; Song y col., 2011; Zhu y col., 2011; Fonseca  y col., 2014). 
 
La identificación de COI como una F-box que formaba parte del complejo SCF E3 
ubiquitin ligasa (Xie y col., 1998)  sugerió que debía existir un represor de la vía de 
señalización del JA. Este hipotético represor sería la  diana del complejo SCFCOI1  que 
se degradara en respuesta a JA vía proteasoma dando lugar a la activación 
transcripcional mediada por la hormona. En este trabajo se han identificado las 
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proteínas JAZs como dianas directas de COI1 mediante ensayos de interacción proteína-
proteína tipo PD, lo que proporcionó la evidencia experimental que confirmaba dicha 
hipótesis (figura 5; Chini y col. 2007). Asi, en plántulas de Arabidopsis que sobre-
expresan JAZ3::GFP se observa que tras tratamiento con JA la señal nuclear desaparece 
rápidamente. Sin embargo, esta degradación no tiene lugar cuando las plántulas son 
tratadas con inhibidores específicos del proteasoma (MG132) o cuando la proteína 
JAZ3::GFP es sobre-expresada en el fondo mutante coi1-1, lo que confirmaba que tanto 
COI1 como el proteasoma son esenciales para la degradación de JAZ3 en presencia de 
JA (Chini y col., 2007) (figura 7). Además de JAZ3, trabajos posteriores han 
demostrado que otros miembros de la familia JAZ también son degradados mediante el 
complejo SCFCOI1  y el proteasoma (Chini y col., 2007; Thines y col., 2007; Chung y 
col. 2008; Chung y Howe, 2009; Chung y col., 2010; Shyu y col., 2012; Moreno y col., 
Chung y col., 2010; Moreno y col., 2013). Este trabajo, por tanto, aportó la primera 
evidencia experimental que unía la actividad de COI1 con la activación transcripcional a 
través de los represores JAZs. 
 
Un hecho importante a tener en cuenta es que, a diferencia de las proteínas JAZs 
completas, la integridad de las versiones truncadas carentes del motivo Jas no se vio 
afectada tras el tratamiento con JA. Estos resultados sugieren que el motivo Jas es 
necesario para la interacción con COI y su posterior degradación por el proteasoma, lo 
cual se ha confirmado posteriormente en numerosas publicaciones (Chini y col., 2007; 
Melotto y col., 2008; Chung y Howe, 2009; Chung y col., 2010; Chini y col., 2009b; 
Fonseca y col., 2009b; Shyu y col., 2012). Además, estos resultados sugirieron que la 
degradación de JAZ3 y del resto de las proteínas de la familia JAZ es necesaria para que 
se active la vía de señalización de JA, y las formas truncadas (sin dominio Jas) 
resistentes a degradación mantienen reprimida la ruta y provocan un fenotipo de 
insensibilidad a la hormona (Chini y col. 2007). 
 
La función del dominio Jas esta conservada en otras plantas. En tomate, la región C-
terminal de la proteína homóloga SlJAZ3, que contiene el motivo Jas, es suficiente para 
promover la interacción con SlCOI1 de una manera dependiente de hormona (Katsir y 
col., 2008). 
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Una pregunta importante aún sin respuesta es cómo las proteínas JAZs que carecen del 
motivo Jas causan insensibilidad a JA en la planta. El dominio Jas es necesario no solo 
para la interacción con COI1, como se describe anteriormente, sino también para la 
interacción tanto con los FT (Chini y col., 2007; Sheard y col., 2010). Por tanto, la falta 
de este dominio debería evitar la interacción con los FTs y por tanto su represión. 
Una posible hipótesis es que la proteína generada en el mutante jai3-1 (y otros JAZs 
truncados) provoque la estabilización de otras proteínas JAZs por hetero-dimerización a 
través del dominio ZIM (Chini y col. 2009a).  Esta hipótesis está apoyada por los 
resultados de la figura suplementaria 3 que muestran como la expresión transitoria de 
JAZ3ΔJas en Nicotiana bethamiana favorece la estabilidad de las proteínas JAZ1 y 
JAZ9 con las que JAZ3ΔJas puede formar hetero-dímeros (Chini et al., 2009a). Como el 
dominio Jas es esencial para la interacción con COI y con MYC2, las proteínas 
JAZΔJas resistentes a la degradación podrían interaccionar con MYC2 a través de la 
hetero-dimerización con las proteínas completas JAZs, reprimiendo de forma 
constitutiva la transcripción dependiente de JA (Chini y col., 2007; Chini y col. 2009a; 
Chung et al., 2009; Chung and Howe, 2009). Alternativamente, las proteínas JAZs cuya 
versión truncada provoca insensibilidad a JA podrían tener otro dominio que les 
permitiese interaccionar con MYC2 u otros FTs. En apoyo de esta hipótesis, se ha 
demostrado que JAZ1 posee un dominio Jas críptico que le permite interaccionar con 
MYC2 (Melotto y col., 2008). Sin embargo, este no es el caso de JAZ3, cuya versión 
truncada no tiene ese domino críptico Jas y hemos comprobado que no interacciona con 
ninguno de los FTs descritos hasta el momento. Trabajos muy recientes muestran que 
JAZ3 puede interaccionar con nuevos FTs a través del dominio ZIM (Boter y col, 
manuscrito en revisión), lo cual probablemente sea clave para entender el fenotipo de 
insensibilidad de jai3-1. 
 
Cómo se logra la especificidad en la regulación de los procesos de respuesta a JA en la 
planta sería otra cuestión interesante a resolver. En la regulación de este proceso podría 
participar por una parte, la diversidad y especificidad de interacciones entre los distintos 
FT descritos y las proteínas JAZs, los diferentes ratios de degradación de los JAZs, así 
como  la especificidad tisular de los patrones de expresión de ambos tipos de proteínas 
(Lorenzo y col., 2004; Chini y col., 2007; Fernández-Calvo y col., 2011; Sasaki-
Sekimoto y col., 2013; Niu y col., 2011; Song y col., 2011; Qi y col., 2011). Además, se 
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ha descrito la existencia de distintas isoformas de los represores JAZs (por ejemplo, 
JAZ10) generadas por splicing alternativo que son más estables que las proteínas JAZ 
completas y que interaccionan de manera distinta con otros componentes de la ruta de 
señalización de JA (Yan y col., 2007; Chung and Howe, 2009; Chung y col., 2010). 
Potencialmente, estas isoformas de los represores JAZs pueden contribuir también a la 
intensidad y especificidad de respuesta, optimizando por tanto su capacidad de 
adaptación a distintos estreses ambientales (Yan y col., 2007; Chung and Howe, 2009; 
Chung y col., 2010).  
 
La identificación de la familia JAZ también ha ayudado a entender cómo tiene lugar la 
percepción  del JA. Desde la identificación de TIR1 como el receptor de Auxina 
(Kepinski y col., 2005; Tan et al., 2007), la similitud de secuencia entre COI1 y TIR1 
indicó que SCFCOI1 podría ser el receptor de la vía de señalización de JA. De este modo, 
la resolución cristalográfica de la estructura de COI1 ha revelado que esta proteína es el 
co-receptor de JA-Ile, la hormona bioactiva, junto con las proteínas JAZs (Sheard et al., 
2010).  
 
4.2. El complejo co-represor NINJA-TOPLESS 
En la búsqueda de nuevos componentes reguladores del JA, se identificó 
simultáneamente en dos laboratorios y mediante dos métodos distintos (cribado en 
levadura en el CNB y TAP-tagging en el VIB) la proteína NINJA como interactor de las 
proteínas JAZs. NINJA participa en la regulación negativa de la señalización del JA 
actuando como un adaptador que conecta a los represores JAZs con los co-represores 
generales TPL/TPR a través de su dominio EAR (Pauwels y col., 2010). Además, 
estudios posteriores en los que se ha identificado un mutante ninja han confirmado que 
NINJA tiene un papel crucial en la represión del crecimiento de la raíz regulada por JA 
además de promover la elongación y el crecimiento de las células de la raíz (Acosta y 
col., 2013).  
 
Por tanto, la identificación de NINJA como una proteína adaptadora que recluta a las 
proteínas TPL y TPR para formar, junto con las proteínas JAZs, el complejo represor de 
los FTs MYC, ha permitido obtener una explicación molecular del mecanismo de 
represión de la respuesta transcripcional dependiente de JA. Además,  ha puesto de 
manifiesto cómo múltiples vías de señalización hormonal pueden utilizar mecanismos 
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similares para reprimir la expresión génica, ya que los co-represores TPL/TPR pueden 
ser reclutados a distintas vías mediante distintas combinaciones de proteínas 
adaptadoras y represoras (Pauwels et al., 2010). 
 
En este trabajo se ha demostrado por ensayos de PD y dos híbridos en levadura que el 
dominio ZIM (o TIFY) de las proteínas JAZs está implicado en la interacción con 
NINJA, además de constituir un dominio de dimerización (figura 23 y 24 ) (Chini y 
col., 2009a; Howe y col., 2009; Pauwels y col., 2010). Esto abre un camino a futuros 
ensayos para describir si la homo y hetero-dimerización entre las proteínas JAZs y 
NINJA tienen lugar de forma simultánea y cómo la  funcionalidad dual del dominio 
TIFY podría determinar la actividad represora del complejo. 
 
De forma adicional, NINJA también interacciona con las proteínas PPD1, PPD2 y 
TIFY8, a través de su dominio TIFY. Dichas proteínas no son inducibles por JA y los 
fenotipos que muestran las plantas de sobre-expresión o mutantes para dichas proteínas 
no parecen estar relacionados con la señalización de JA (White, 2006; Cuéllar-Pérez y 
col., 2014). Esto hace suponer que la proteína NINJA podría participar en la regulación 
de otras vías de señalización además de la de JA.  
 
En Arabidopsis, la familia TPL y TPR (TPL-related) está formada por cinco proteínas 
(TPL y TPR1-4) que pertenecen a la superfamilia de co-represores Groucho (Gro)/Tup1 
caracterizados por interaccionar con complejos transcripcionales que participan en la 
regulación hormonal de auxinas y JA, regulación de la homeostasis del meristemo, 
modulación de la expresión génica y respuestas de defensa dependientes de JA  y ciclo 
circadiano (Long y col., 2002; Kieffer et al., 2006; Long et al., 2006; Szemenyei et al., 
2008; Gallavotti et al., 2010; Pauwels et al., 2010; Zhu et al., 2010; Arabidopsis 
Interactome Mapping Consortium, 2011; Wang y col., 2012). Los co-receptores 
TPL/TPR están involucrados en la represión de la expresión génica mediante la 
interacción directa o indirecta con FTs. La interacción entre los co-represores TPL/TPR  
y las proteínas de las distintas rutas que regula (SUPERMAN, AGL15, NIMIN, WUS, 
AUX/IAA, NINJA, RAMOSA1, HDA…) se realiza mediante un motivo aminoácidico 
conservado denominado  dominio EAR (ethylene response factor (ERF)-associated 
amphiphilic repression) (Ohta y col., 2001), con una secuencia consenso LxLxL o 
DLNxxP. Dichas proteínas actúan  como reguladores negativos de la expresión génica 
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modulando un amplio rango de procesos fisiológicos y de desarrollo en plantas (Ohta y 
col., 2001, Hiratsu y col., 2003; Hill y col., 2008; Szemenyei y col., 2008; Kagale y col., 
2010). 
 
Se ha demostrado por distintos ensayos de interacción proteína-proteína que el dominio 
EAR de la proteína NINJA está implicado en la formación de complejos con las 
proteínas co-represoras TPL y TPR (Pauwels y col., 2010). Por tanto, NINJA actuaría 
como una proteína adaptadora entre las proteínas JAZs y el co-represor TPL, dando 
lugar al tándem JAZ-NINJA-TPL, que se comportaría como la maquinaria represora de 
la vía de señalización de JA. Además, las líneas de sobre-expresión o de reducción de 
función de NINJA presentan un fenotipo de respuesta a JA acorde al de una proteína con 
función represora (Pauwels y col., 2010). 
  
En la ruta de las auxinas, el motivo EAR de las proteínas AUX/IAA también es el 
responsable de la interacción con TPL (Long y col. 2006). Este motivo también está 
conservado en las proteínas AFP, que han sido descritas como integradoras de la vía de 
señalización de ABA, y que interaccionan de forma directa con TPL (López-Molina y 
col., 2003). A pesar de ser homólogos de NINJA, las proteínas AFP no interaccionan 
con las proteínas JAZs (Pauwels et al., 2010). Estos resultados sugieren que la proteína 
TPL se comporta como un co-represor general en plantas que es reclutado por distintas 
proteínas adaptadoras específicas de cada ruta de señalización hormonal, como las 
AUX/IAA en el caso de las auxinas, las proteínas AFP en el ruta de señalización de 
ABA y el complejo NINJA-JAZ para la vía de JA (Pauwels y col., 2010) (figura 48). 
  
El mecanismo mediante el cual TPL es capaz de reprimir la expresión génica no ha sido 
demostrado hasta el momento. Algunos estudios sugieren que el efecto represor de TPL 
podría deberse a modificaciones en los niveles de acetilación de la cromatina. En este 
sentido, se ha demostrado que TPL interacciona con la proteína Histona Deacetilasa 6 
(HDA6), que se ha descrito que participa en la regulación de la transcripción de la vía 
del JA mediante interacción con la proteína JAZ1 (Zhu et al., 2011). Otros trabajos han 
descrito que la proteína Histona Deacetilasa 19 (HDA19) es un supresor del fenotipo de 
TPL en el desarrollo embrionario (Long y col., 2006). También ha sido descrito que 
TPL puede formar complejos con la HDA6 (HISTONE DEACETYLASE 6) y participar 
en la regulación del ritmo circadiano (Wang y col., 2012), o con HDA19 y regular el 
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desarrollo floral (Krongan y col., 2012). Por otra parte, se ha demostrado una 
interacción directa entre TPL y Jumonji8, una histona demetilasa (Macrae and Long, 
2011). Todos estos análisis sugieren que la represión ocurre por deacetilación de la 
cromatina que impide el reclutamiento y la progresión de la ARN polimerasa II por 
MYC2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con todos los datos obtenidos hasta el momento, se ha propuesto un mecanismo de 
regulación de la transcripción de los genes inducibles por JA, donde en un estado basal 
el complejo JAZ-NINJA-TOPLESS interaccionaría con los FT MYC reprimiendo su 
activación. Los complejos homo o hetero-diméricos que forman las proteínas JAZs 
interaccionan con los FT MYC a través de su dominio Jas. A su vez, las proteínas JAZs  
interaccionan a través de su dominio ZIM con el dominio C de NINJA, que forma 
complejos con TPL a través de su motivo EAR. En condiciones de estrés, JAR1 
aumentaría los niveles de (+)-7-iso-JA–Ile en el medio lo que favorecería la formación 
Figura 48. Modelo de la función de NINJA y TPL en la represión de la señalización de JA y 
otras vías. a. Los FT MYC interaccionan con el dominio Jas de las proteínas JAZ, que a su vez 
interaccionan a través de su motivo TIFY con el dominio C de la proteína adaptadora NINJA.  El 
motivo EAR de NINJA es esencial para la interacción con el co-represor TPL. c. El complejo 
represor de la ruta de señalización de las auxinas es similar al de la ruta del JA, pero en este caso los 
represores Aux/IAA interaccionan directamente con TPL. d. NINJA interacciona con otras familia de 
la familia TIFY, que se unen a distintos FT. e. Interacción de las proteínas AFP relacionadas con 
NINJA con el FT ABI5, en la regulación de la señalización hormonal de ABA.  
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de los complejos JAZ-COI1. Las proteínas JAZs serían ubiquitinadas y posteriormente 
degradadas por el proteasoma,  liberando a los FT MYC del complejo represor NINJA-
TPL e induciéndose por tanto la transcripción de los genes de respuesta temprana a JA, 
entre los que se encuentran los propios genes JAZ. La síntesis de novo de proteínas 
JAZs favorecería la formación de nuevos complejos represores JAZ-NINJA-TPL-
MYC2, lo que provoca la inactivación de MYC2, por un mecanismo de 
retroalimentación negativa,  dando lugar a la inhibición de la respuesta a JA.  Este 
mecanismo propuesto de actuación de la vía del JA esta en línea con el hecho de que la 
activación de las respuestas a la hormona se lleva a cabo por medio de pulsos de 
sensibilización-desensibilización de la célula frente a la hormona (figura 49). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49. Mecanismo de regulación de la respuesta a JA. En ausencia de estímulo, MYC2 se 
encuentra reprimido por el complejo represor JAZ-NINJA-TPL. Tras el estímulo, la presencia en el 
medio de JA-Ile promueve la interacción de las proteínas JAZ con el complejo SCFCOI1, esto provoca 
su ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma 26S, por tanto MYC2 se libera del 
complejo represor y activa la transcripción de genes de respuesta temprana JA, entre los que se 
encuentran los JAZ. La síntesis de novo de JAZ provoca la formación del complejo represor JAZ-
NINJA-TPL-MYC2, de forma que la respuesta a JA se inhibe (adaptada de Pauwels y col., 2010). 
 
 
132 
 
La inactivación de la señalización por JA debe ser un proceso crucial para la 
supervivencia de la planta, ya que ha desarrollado múltiples mecanismos para llevarlo a 
cabo. Además del mecanismo de retroalimentación negativa descrito anteriormente, las 
plantas han desarrollado otras estrategias adicionales como la inactivación metabólica 
de la hormona bioactiva, el JA-Ile, mediante epimerización, metilación u oxidación 
(Farmer, 1994; Schulze et al., 2006; Fonseca y col., 2009a; Miersch et al., 2008; 
Glauser et al., 2008b), que también llevarían a una atenuación  de la señalización que 
controla dicha hormona. Además, se ha descrito la existencia de isoformas de los 
represores JAZs generadas por splicing alternativo, que al menos en el caso de JAZ10, 
se traduce en distintas proteínas truncadas resistentes a la degradación que actuarían 
como represores constitutivos de la señalización hormonal (Yan y col., 2007; Chung 
and Howe,2009; Chung y col., 2010). De forma adicional, se ha confirmado que la 
proteína JAZ8 es resistente a la degradación ya que carece del motivo LPIARR, 
localizado en el dominio Jas, que es esencial para la interacción con COI1 (Shyu y col., 
2012). Todos estos mecanismos de atenuación de la señalización de JA  evidencian la 
importancia que tiene para la planta reprimir la actividad de los FTs MYC. 
 
4.3. Mecanismos alternativos de represión: las proteínas JAZ5 y JAZ6  
Algunas de las proteínas de la familia JAZ presentan el dominio de represión EAR 
(JAZ5, JAZ6, JAZ7 y JAZ8), lo que sugiere que puedan interaccionar directamente con 
TOPLESS sin necesidad de la proteína adaptadora NINJA, lo cual se ha confirmado en 
este trabajo y otros (Causier y col., 2012; Shyu y col., 2012). Al analizar las secuencias 
de las proteínas JAZs se observó que JAZ7 y JAZ8 contienen un dominio EAR  en su 
región Nt, mientras que JAZ5 y JAZ6 presentan uno en su región central, de tipo 
DLNEPT, y otro en la región Ct, de tipo LxLxL (Kagale et al., 2010).   
 
En este trabajo se describe un modelo adicional de represión de la vía de JA, donde las 
proteínas JAZ5 y JAZ6, a través de su motivo EAR, DLNEPT, son capaces de 
interaccionar de forma directa con el co-represor TPL. Mediante ensayos de PD y dos 
híbridos en levadura se ha observado que JAZ5 y JAZ6 no son capaces de mantener la 
interacción con TPL cuando dicho motivo EAR se encuentra mutado, por lo que este 
motivo debe ser crucial para la interacción entre ambas proteínas. 
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El análisis de los fenotipos de inhibición del crecimiento de la raíz en presencia de JA o 
COR y ensayos de infección con el hongo necrotrofo B. cinerea en plántulas RNAami y 
de sobre-expresión muestran que, JAZ5 y JAZ6 podrían comportarse como represores de 
la señalización de JA. Estos fenotipos son débiles, confirmando la redundancia de las 
proteínas JAZs en la regulación por represión de la vía del JA.  
 
Por tanto, y basándonos en los datos de esta tesis y en interaciones descritas en trabajos 
recientes (Arabidopsis Interactome Mapping Consortium, 2011; Causier y col., 2012; 
Shyu y col., 2012), proponemos la existencia de distintos tipos de complejos co-
represores de respuestas a JA que reclutan a TPL. Por una parte, la proteína adaptadora 
NINJA interacciona con las proteínas JAZs y TPL para formar el tándem TPL-NINJA-
JAZ represor de los FT MYC (Pauwels y col., 2010). Por otra, las proteínas que poseen 
el motivo EAR, JAZ5, JAZ6, JAZ7 y JAZ8, podrían unir TPL a MYC de una forma 
directa, o mediante hetero-dimerización con otras proteínas JAZs. Estos mecanismos de 
represión alternativos al tándem  TPL-NINJA-JAZ podrían explicar los fenotipos 
débiles en respuesta a JA que observamos en las plantas transgénicas de sobre-expresión 
y ARNi de NINJA (figura 50; Pauwels y col., 2010). 
 
Además, estos resultados apoyan la hipótesis de que las proteínas JAZs podrían usar 
diferentes mecanismos de represión para distintos FT, debido a que desde su 
descubrimiento, se han identificado un gran número de FT que son dianas de los JAZs. 
Dichos FT no sólo están relacionados con la vía de señalización del JA, sino con otras 
vías de señalización hormonal, lo que sugiere que los JAZs puedan comportarse como 
integradores de múltiples respuestas hormonales (Moreno y col., 2009;Qi y col., 2011; 
Hou y col., 2010; Cerrudo y col., 2012; Hou y col., 2012; Yang y col., 2013;  Chico y 
col., 2014). 
 
La comprensión de los mecanismos por los que las plantas responden dinámicamente a 
los cambios en el medio ambiente y se adaptan al entorno es un reto importante. Debido 
al papel crucial que desempeñan las proteínas JAZs en la integración de la señalización 
frente a diversos estímulos, una tarea fundamental será determinar la especificidad de 
cada uno de los JAZ en las distintas respuestas de la planta frente a los cambios 
ambientales (Kazan y Manners, 2012; Campos et al, 2014). 
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Figura 51. Modelos de represión de las proteínas JAZs. A. En ausencia de la hormona, las 
proteínas JAZs interaccionan con MYC reprimiendo la transcripción génica. B-D. En ausencia de JA-
Ile, el co-represor TPL es reclutado al complejo represor de MYC mediante proteínas que contienen 
el motivo EAR. B. La proteína NINJA actúa como adaptadora entre el co-represor TPL y las 
proteínas JAZ. C. Algunas proteínas JAZ (como las proteínas JAZ5 y JAZ6) con motivo EAR unen 
TPL a MYC de una forma directa o D. o mediante hetero-dimerización con otras proteínas JAZ 
(adaptada de Pauwels y col., 2010). 
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                                              5. Conclusiones 
  
136 
 
  
137 
 
1. JAZ3 y otras proteínas de la familia JAZ interaccionan físicamente con SCFCOI1 y 
el factor de transcripción MYC2, enlazando la percepción de la hormona con la 
activación transcripcional mediada por JA  
2. El dominio Jas de las proteínas JAZs es esencial para la interacción con COI1 y 
MYC2, lo que confirma la importancia de dicho dominio en la regulación de la 
función de las proteínas JAZs. 
3. Las proteínas JAZs actúan como represores de la vía de señalización de los JAs, 
reprimiendo la actividad de los factores de transcripción MYC2, MYC3 y 
MYC4. 
4. La hormona (JA-Ile) favorece la interacción de JAZ3 y otros JAZs con SCFCOI1, 
promoviéndo la ubiquitinación y posterior degradación de los JAZs por el 
proteasoma 26S.  
5. MYC2 se une de forma específica a las cajas G y T/G del promotor de genes JAZ 
y regula su transcripción, lo que genera un bucle de retroalimentación negativa. 
6. NINJA interacciona con los represores JAZs y los conecta con los co-represores 
generales TPL/TPR a través de su dominio EAR. En estado basal, el complejo 
JAZ-NINJA-TOPLESS interacciona con los FT MYC reprimiendo su actividad.  
7. En condiciones de estrés, la presencia de (+)-7-iso-JA–Ile favorece la formación 
de los complejos JAZ-COI1 y la degradación de las proteínas JAZs, liberando a 
los FT MYC del complejo represor NINJA-TPL e induciéndose, por tanto, la 
transcripción de los genes de respuesta temprana a JA, entre los que se 
encuentran los propios genes JAZ. 
8.  La síntesis de novo de proteínas JAZs favorecería la formación de nuevos 
complejos represores JAZ-NINJA-TPL-MYC2, lo que provoca la inactivación de 
MYC2, por un mecanismo de retroalimentación negativa,  dando lugar a la 
inhibición de la respuesta a JA 
9. Las proteínas JAZ5 y JAZ6, a través de su motivo EAR, interaccionan de forma 
directa con el co-represor TPL, sin necesidad de la proteína adaptadora NINJA, 
lo que evidencia la existencia de múltiples tipos de complejos de represión. 
10. El co-represor TPL podría reprimir la transcripción mediante modificaciones en 
los niveles de acetilación de la cromatina, reclutando para ello las proteínas 
Histona Deacetilasas (HDA) a la maquinaria represora. 
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6. Materiales y Métodos 
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6.1. Cultivos vegetales 
6.1.1. Material vegetal  
El fondo genético de las plantas usadas en este trabajo es Arabidopsis thaliana L. 
Heynh (A. thaliana), ecotipo Columbia-0 (Col-0) y ecotipo Landsberg erecta (Ler).  
 
Las líneas amiRNA JAZ5/JAZ6 fueron generadas en el laboratorio del Prof. Micol y 
posteriormente se seleccionaron en el laboratorio las líneas homocigotas F2 que 
presentaban reprimidos ambos genes. 
 
Las líneas de reducción de función ARNi NINJA fueron generadas en el laboratorio del 
Prf. Goossens. 
 
Las líneas de sobreexpresión 35S:NINJA::GFP, 35S:JAZ5::GFP, 35S:JAZ6::GFP fueron 
generadas en el ecotipo Col-0 y fueron seleccionadas las líneas homocigotas que 
presentaban una sola inserción para cada gen indicado. 
 
Además se han empleado los mutantes  jin1-2 descrito con anterioridad en Lorenzo y 
col., 2004 y generado en nuestro laboratorio, coi1-1 donado por J. Turner, tpl1-1 
donado por J. Long, coi1-16, coi1-30, jar1-1 y las líneas de sobreexpresión 
35S:JAZ3::GFP y 35S: JAZ3ΔC::GFP (Chini y col., 2007), TPL1::HA (Szemenyei y 
col., 2008), 35S:COI1::FLAG (Fonseca y col., 2009a), 35S:MYC2::GFP (Chini y col., 
2009), 35S:MYC3::HA y 35S:MYC4::GFP (Fernández-Calvo y col., 2011), las líneas de 
sobre-expresión generadas por el Dr. Andrea Chini de las versiones truncadas 
(JAZΔJas) de las proteínas JAZ 1, JAZ2,  JAZ6 y JAZ12, fusionadas al epítopo HA.   
Se han empleado así mismo, células en suspensión de Arabidopsis (PSB-D) en los 
experimentos de purificación en tándem de proteínas. 
 
6.1.2. Condiciones de crecimiento de  Arabidopsis 
6.1.2.1. In vitro 
Las plantas fueron crecidas en condiciones in vitro en medio Johnson al 0,7% de agar 
suplementado con sacarosa al 1% (Lorenzo y col., 2003). 
 
Las semillas, después de ser esterilizadas con una solución de lejía y ácido clorhídrico 
(1:0,6)  se crecieron en cámara de cultivo a una temperatura de 22ºC y 60% de humedad 
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y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. En el caso de experimentos 
para testar la sensibilidad frente a hormonas se suplementó el medio con la 
concentración de hormona adecuada a cada tratamiento, ácido jasmónico (JA) desde 1 a 
100 μM, coronatina (COR) 0,1, 0,5 o 1 μM  (Sigma-Aldrich, www.sigmaaldrich.com).  
Las semillas de coi1-1 usadas tanto en ensayos in vitro como en tierra, por tratarse de un 
mutante estéril que ha de mantenerse en heterocigosis, fueron seleccionadas in vitro en 
presencia de JA 50 μM. 
 
6.1.2.1. En sustrato 
Los ensayos en sustrato se realizaron en macetas con mezcla de tierra y vermiculita 
(3:1) y se cultivaron en el invernadero o en cámaras climáticas  a una temperatura de 
22º C, una humedad relativa del 60% y bajo un fotoperiodo de 16h de luz y 8h de 
oscuridad. 
 
6.1.3. Cruzamientos en Arabidopsis 
Las plantas de Arabidopsis se cruzaron emasculando las flores receptoras antes de que 
maduraran sus anteras y frotando su estigma con uno o varios estambres maduros de las 
plantas polinizadoras. Los frutos resultantes se recogieron individualmente y en su 
descendencia se analizó la segregación. 
 
6.1.4. Transformación de Arabidopsis 
La transformación de Arabidopsis se realizó a través de las inflorescencias de plantas 
cultivadas en tierra durante 5 semanas en el momento en el que presentaban el mayor 
número posible de botones florales. Se utilizó el método de infiltración por vacío con 
una suspensión de Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) portadora de la 
construcción de interés en medio 0,5X MS suplementado con sacarosa (5%), BAP (11 
ng/mL) y agente surfactante Silwet L-77 (0,02%) (Clough y Bent, 1998).  Se 
seleccionaron plántulas resistentes a los antibióticos correspondientes  y se propagó la 
progenie F2 para su posterior análisis. 
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6.1.5. Analisis fenotípico de plántulas de Arabidopsis 
Para los ensayos de inhibición del crecimiento de la raíz y extracción y cuantificación 
de antocianinas (Swain y Hillis 1959), se usaron plántulas de Arabidopsis Col-0, Ler, 
plantas transgénicas de sobre-expresión o RNAi de NINJA, tpl-1, plantas transgénicas 
que expresan 35S:JAZ5::GFP y 35S:JAZ6::GFP crecidas durante 9 días en medio 
Johnson con concentraciones crecientes de JA o COR.  
 
6.1.5.1. Ensayos de inhibición del crecimiento de la raíz 
Se midieron las raíces tras 9 días de germinación en placas horizontales. Se llevaron a 
cabo tres ensayos independientes para cada muestra, y en cada ensayo se usaron de 20 a 
30 plántulas. Los valores se representan como media ± desviación estándar. El análisis 
estadístico de los datos se llevó a cabo mediante el análisis de la varianza por el método 
de la t de Student.  
 
6.1.5.2. Extracción y cuantificación de antocianinas  
Se pesó el tejido fresco de la parte aérea de 12 plántulas de Arabidopsis. Se añadió 1,2 
mL de la solución I  (Cloruro de hidrógeno 0.5N, Metanol 80% v/v) y se dejó 24 horas 
en oscuridad. A continuación, se tomó la parte acuosa y  se dividió a partes iguales en 
dos tubos, una para generar el control y otra para realizar la medida de antocianinas de 
cada muestra. A las muestras control se les añadió solución de blanqueo (agua 
oxigenada 30%, Cloruro de hidrógeno 3N, metanol 1:5) y a las muestras a analizar se 
les añadió la solución II (Cloruro de hidrógeno 3N, metanol 1:5), y cada una de ellas 
permanecieron en oscuridad durante 15 min. Finalmente, se midió la absorbancia de 
cada muestra a 530 nm. Para calcular el contenido de antocianinas se usó la siguiente 
fórmula.  
Contenido antocianinas=A530 (muestra-control)/mg tejido fresco 
Cada ensayo se llevó a cabo por triplicado y el análisis estadístico de los datos se llevó a 
cabo mediante el análisis de la varianza por el método de la t de Student. 
 
6.2. Plásmidos 
Los plásmidos que se usaron para las distintas transformaciones fueron: 
1. pDONR201, pDONR207 y pDONR221 (Invitrogen, www.invitrogen.com), 
con origen de replicación en E. coli.  
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2. pMAL-c2X, para la expresión de proteínas en bacteria, modificado 
previamente mediante la inserción de un cassette de clonaje Gateway en el 
MCS (New England Biolabs, www.neb.com). 
3. Plásmidos binarios: pGWB5 y pGWB14 (Nakagawa y col., 2007). 
4. Plásmidos para levaduras pGADT7, pGBKT7, pGAD24 y pGBT9, 
modificados mediante la inserción de un cassette de clonaje Gateway en el 
MCS (Clontech, www.clontech.com). 
5. Plásmidos para experimentos de purificación en tándem de proteínas, pKCTAP 
(con las correspondientes colas en el extremo C-terminal de la proteína), y 
pKNGSTAP (fusión N-terminal) (Van Leene y col., 2008). 
 
6.3. Ensayos microbiológicos 
6.3.1. Cultivos bacterianos 
6.3.1.1. Cepas  
La transformación y multiplicación de plásmidos se llevó a cabo en la cepa bacteriana 
DH5α de Escherichia coli (E.coli) (Hanahan, 1983). Para la expresión de proteínas 
recombinantes se empleó la cepa BL21pLysS de E.coli (Novagen).  La cepa C58C1 de 
A. tumefaciens fue empleada para realizar las transformaciones en plantas de A. thaliana 
(Deblaere y col., 1985). 
 
6.3.1.2. Método de crecimiento 
Para el crecimiento de las cepas bacterianas se utilizó el medio de cultivo LB (10 g de 
bactopeptona, 10 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl hasta 1L de H2O, pH 7.4), tanto 
líquido como sólido (Sambrook y col., 1989), con los requerimientos correspondientes 
según el caso. La temperatura de crecimiento fue de 37ºC para E. coli y 28ºC para A. 
tumefaciens. El crecimiento en medio líquido se realizó a 250 rpm y la medida del 
crecimiento a una DO600. 
 
6.3.1.3. Transformación  
6.3.1.3.1. E.coli 
La transformación de células competentes de E. coli se llevó a cabo según se describe 
en Sambrook y col., (1989). Las células competentes se descongelaron durante 10 min 
y, a continuación, tras añadir el ADN de interés, se incubaron en hielo durante 20-30 
min. Posteriormente, se sometieron a un choque térmico, de 90 segundos a 42º C, y se 
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pasaron a hielo, donde se mantuvieron durante 1-2 min. Seguidamente, se añadieron 0,8 
mL de medio LB, y se incubaron alrededor de una hora a 37º C. Finalmente, se 
sembraron en medio LB, suplementado con los antibióticos necesarios, según el tipo de 
plásmido, para la selección de los transformantes y se incubaron toda la noche a 37º C. 
 
6.3.1.3.2. A.tumefaciens 
Para llevar a cabo la transformación de las células competentes de Agrobacterium, se 
descongeló una alícuota en hielo y a ésta se le añadieron 0,5-2 μg del plásmido de 
interés. A continuación, las células se mantuvieron 5 minutos a 37ºC y, posteriormente, 
se pasaron a hielo durante 30 min. Tras añadir 1 mL de medio LB, las células se 
incubaron a 28º C, durante 4 hora en agitación, y se sembraron en placas con medio LB 
y los antibióticos de selección correspondientes, incubándose las placas durante 2 días a 
28º C. 
 
6.3.2. Cultivos de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) 
6.3.2.1. Cepas 
En este trabajo se usaron las cepas de S. cerevissiae AH109 (James y col., 1996) y la 
Y187. 
 
6.3.2.2. Métodos de cultivo 
Las células competentes y transformación de S. cerevisiae con ADN plasmídico se 
realizó según el protocolo de Clontech (Yeast Protocols Handbook) con las variaciones 
descritas en Chini y col., 2009.  
 
Los cultivos de levadura se crecieron en medio rico YPD  o en medio selectivo mínimo 
YSD (Clontech) con los suplementos adecuados para mantener la selección de los 
plásmidos (Rose, 1990). Los medios selectivos de crecimiento, se basan en el hecho de 
que las cepas usadas son incapaces de crecer sin los aminoácidos triptófano (Trp), 
leucina (Leu), histidina (His) y adenina (Ade), a menos que hayan sido transformadas 
previamente con los plásmidos adecuados (que les permite sintetizar W y L), o que las 
proteínas híbridas codificadas por ambos plásmidos interactúen entre sí (entonces se 
reconstituye el FT Gal4 y se expresan los genes reportadores necesarios para la síntesis 
de H y Ad).  La temperatura de crecimiento fue de 30º C. Los cultivos se crecieron en 
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medio líquido con agitación continua en un agitador orbital a 250 r.p.m. Los medios 
sólidos se prepararon con agar al 1,5% (p/v). 
 
6.4. Manipulación de ácidos nucléicos 
6.4.1. ADN 
6.4.1.1. Purificación de ADN plasmídico 
6.4.1.1.1. E.coli 
Para el aislamiento a pequeña escala de ADN plasmídico a partir de cultivos de E. coli 
se utilizó el kit de extracción Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System 
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
6.4.1.1.2. S. cerevisiae 
Para el aislamiento a pequeña escala de ADN plasmídico a partir de cultivos de 
Saccharomyces cerevisiae  se utilizó el kit de extracción Wizard Plus SV Minipreps 
DNA purification System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante, con las 
siguientes modificaciones. Se partió de un cultivo de 20 mililitros crecido hasta 
condiciones de saturación a 30ºC y en agitación. A continuación se centrifugó, y el 
sedimento se homogenizó con buffer de resuspensión (Promega) con bolas de vidrio 
(Sigma), y seguidamente se realizaron 3 ciclos de congelación/descongelación en 
nitrógeno líquido. A continuación, se siguió con el protocolo estándar de kit  Minipreps 
DNA purification System (Promega). 
 
6.4.1.2. Purificación de ADN genómico total 
El ADN de Arabidopsis se aisló según el método de Doyle y Doyle (1990). Para ello, se 
homogeneizó el tejido previamente congelado en N2 líquido y se añadieron 500 µL de 
tampón de extracción de ADN (1,4M cloruro de sodio, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH 
8, 3% CTAB, 1% β-mercaptoetanol). Las muestras se homogenizaron durante 5 
segundos más. A continuación, se incubaron a 65ºC durante 30 minutos y después se 
centrifugó durante 10 minutos a 16000 g, se transfirió el sobrenadante a otro vial al que 
se le añadió el mismo volumen de isopropanol y se dejó a temperatura ambiente durante 
5 minutos. Seguidamente, se centrifugó 10 minutos a 16000 g, se descartó el 
sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 50 μL de agua. La concentración se 
estimó mediante espectrofotometría (Sambrook y col., 1989). 
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6.4.1.3. Amplificación y purificación de ADN 
La amplificación de fragmentos de ADN se realizó mediante PCR (Sambrook y col., 
1989).  
Para ello se utilizó la polimerasa termoestable Taq (Roche) siguiendo las 
especificaciones del fabricante, y usando los oligonucleótidos necesarios en cada caso. 
La purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizó según 
Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, www.qiagen.com) o High Pure PCR Product 
Purification Kit y High Pure PCR Cleanup MicroKit (ambos de Roche, 
www.roche.com). En todos los casos el ADN se cuantificó tanto en gel de agarosa como 
por espectrofotometría (Nanodrop, www.nanodrop.com). 
 
Para la separación de fragmentos de ADN se utilizaron geles horizontales de agarosa 
(0,8-2,5%) con bromuro de etidio (0,4 μg/mL) en tampón TE (Tris 50 mM, EDTA 
1mM) y se resolvieron a 80-100 V. 
 
6.4.1.4. Tratamiento enzimático del ADN 
La manipulación enzimática del ADN con enzimas de restricción u otras enzimas 
modificadoras se hizo atendiendo las especificaciones del proveedor de la enzima y 
según protocolos ya establecidos (Sambrook y col., 1989). El tiempo de digestión 
empleado dependió de la enzima utilizada y de la cantidad y pureza del ADN tratado. El 
fragmento klenow de la ADN polimerasa (Promega) de E.coli se usó para rellenar 
extremos 3´ protuberantes dejándolos romos. La fosfatasa alcalina (Promega) se utilizó 
en algunos casos para eliminar los grupos fosfato 5´ de los vectores linearizados en los 
que se clonaron los distintos insertos. Las ligaciones se realizaron con ADN ligasa del 
fago T4 (Promega), con una relación molar, aproximada, entre vector e inserto de 1:3. 
Las reacciones de ligación se mantuvieron durante toda la noche a 16ºC para unir 
extremos romos y durante 1 hora a temperatura ambiente para unir extremos cohesivos. 
Una vez acabadas las reacciones enzimáticas, las enzimas se inactivaron incubando 10 
min a 70º C, o se retiraron de la reacción mediante extracción con fenol-cloroformo-
alcohol isoamílico (25:24:1). En éste último caso, el ADN se precipitó con 2 volúmenes 
de etanol y 1/10 de acetato sódico 3M pH 5. 
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6.4.1.5. Determinación de la secuencia del ADN 
La determinación de las secuencias de ADN se realizó por secuenciación automática 
(Secugen). En todos los casos se suministró al servicio de secuenciación fragmentos, 
bien de PCR o bien plásmidos, limpios de enzimas y de nucleótidos mediante elución 
con la resina QIAEX II (Qiagen) o mediante extracción con fenol-cloroformo-alcohol 
isoamílico y posterior precipitación. 
 
6.4.1.6. Análisis de secuencias de ADN 
Las secuencias determinadas se analizaron mediante el programa CRHOMAS. La 
búsqueda se secuencias homólogas se realizó con el programa BLAST (Altschul y col., 
1990) y el método GenQuiz (Scharf y col., 1994). El alineamiento se realizó con 
ClustalW y los árboles génicos correspondientes fueron realizados con TreeView 1.6.6. 
Para el análisis de las secuencias que codifican las proteínas que interaccionaron con 
JAZ3 en los ensayos de doble híbrido en levaduras  se usó BLAST. 
 
6.4.1.7. Análisis de promotores y secuencias 
Para la identificación de secuencias estadísticamente sobre-representadas en los 
promotores de los genes de la familia JAZ se usaron los programas Motif Analisis 
(TAIR) y Motif Sampler (Thijs y col., 2001). 
 
Para el análisis de las secuencias que codifican las proteínas que interaccionaron con 
JAZ3 en los ensayos de doble híbrido en levaduras se usó BLAST y WClustal. 
 
6.4.2. ARN 
6.4.2.1 Purificación de ARN total 
Para la extracción de ARN de hoja se siguió el procedimiento descrito por Logemann y 
col. (1987). Se homogenizó el tejido vegetal en frío con bolas de vidrio (Sigma) hasta 
obtener un polvo fino, se añadieron 900 µL de Trizol y se continuó la homogenización 
hasta la disgregación completa del tejido. A continuación, se añadieron 180 µL de 
cloroformo y se agitó vigorosamente. Seguidamente, se centrifugaron a 4ºC durante 15 
minutos a 11000 r.p.m., y se transfirió la fase acuosa a otro tubo. Se añadieron 500 µL 
de isopropanol, se mezcló bien y se dejó precipitando a 4ºC al menos una hora. Tras la 
precipitación, se centrifugó 10 minutos a 4ºC a  11000 r.p.m., se descartó el 
sobrenadante y se lavó el precipitado con 900 µL de etanol al 75%. Finalmente, se dejó 
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que se evaporase el exceso de etanol y se resuspendió el precipitado en 40 µL de agua 
ultra pura tratada con DEPC. Se incubaron las muestras 10 minutos a 65ºC, se dejaron 
una hora a 4ºC, se centrifugaron 10 minutos a 11000 r.p.m., y se recogió 
cuidadosamente el sobrenadante. El ARN se cuantificó mediante espectrofotometría a 
una absorbancia de 260 nm. 
  
6.4.2.2. Hibridación tipo northern 
Para la detección de moléculas específicas de ARN mediante hibridación de tipo 
northern se llevaron a cabo electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1,5% en 
presencia de formaldehído/formamida en tampón 1X MEN (Logemann y col., 1987). 
Las muestras de ARN (10 µg) se cargaron con bromuro de etidio con el fin de 
visualizarlas por fluorescencia y así comprobar su integridad. Posteriormente, el ARN 
se transfirió a membranas de nylon Hybond XL (Amersham) por métodos 
convencionales (Sambrook y col, 1989). Las membranas se fijaron en un horno 
crosslinker UV de Amersham. Los filtros se hibridaron a una temperatura de 65ºC con 
una sonda radiactiva en tampón fosfato 0,5 M pH 7.0, EDTA 1 mM pH 8 y SDS al 7% 
(Church y Gilbert, 1984) durante 16 horas. Los lavados se realizaron a una temperatura 
de 65ºC en 3X SSC con SDS 0,5% (1X SSC: NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM).  
Las membranas se escanearon usando Phosphorimager, y las imágenes obtenidas se 
cuantificaron y analizaron usando el software ImageJ 
(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). 
 
6.4.2.3. Síntesis de sondas radiactivas 
Para marcar radiactivamente sondas de ADN se ha seguido el método de cebadores de 
secuencia al azar o random primer, desarrollado por Feinberg y Volgelstein (1983). 
Este método se basa en la capacidad de la ADN polimerasa de sintetizar una nueva 
cadena de ADN complementaria a la cadena molde. Se siguió el procedimiento descrito 
en el manual suministrado por el kit de marcaje Rediprime (Amersham). Para ello, se 
utilizaron 40 ng de ADN. Como nucleótido marcado se utilizó el α-32P-dCTP (50 μCi) 
de Amersham Pharmacia Biotech. 
 
6.4.2.4. RT-PCR cuantitativa 
Los experimentos de RT-PCR cuantitativa fueron realizados con ARN extraído a partir 
de plantas de Arabidopsis de 6 semanas. La extracción de ARN se realizó con el 
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reactivo Trizol (Invitrogen) en combinación con las columnas para limpieza de ácidos 
nucleicos RNeasy mini kit y el enzima DNase I (ambos de Qiagen). Así se obtuvo un 
ARN de alta calidad y sin contaminación de ADN genómico para posteriores análisis. 
El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado a partir de 0,5-1 µg de ARN total 
con High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). El ADNc de 
cada muestra se diluyó 10 veces y 5 µl de esta dilución se emplearon para amplificar los 
genes específicos y el gen de control interno ACTINA8 usando el agente 
intercalante Power SYBR Green (Applied Biosystems).  La PCR cuantitativa se hizo en 
placas de 96 pocillos adaptadas para lectura óptica en el termociclador 7300 Real Time 
PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificación fueron las 
siguientes: un paso inicial de 50ºC 120 segundos y 95ºC 10 min y 40 ciclos de 95ºC 15 
segundos y 60ºC 60 segundos. El análisis de datos que se muestra se hizo usando tres 
replicados técnicos de una muestra biológica (los resultados se confirmaron con otras 
replicas biológicos). 
 
6.5. Análisis transcriptómico mediante hibirdación con microarrays 
Para la hibridación de los microarrays se utilizaron plántulas de 8 días post-germinación 
tratadas con JA a concentración 50 μM y un tiempo de incubación indicado para cada 
caso. Los ARNs se extrajeron con reactivo Trizol (Invitrogen) y se purificaron con 
columnas RNeasy minikit (Qiagen) según instrucciones del fabricante. El ARN total (1 
μg de cada muestra) se amplificó y para permitir el posterior marcaje con fluoróforos se 
le incorporó aminoalil-UTP (aa-dUTP, Ambion) usando el kit MessageAmpTM II aRNA 
kit (Ambion). Posteriormente, 3,5 μg de cada muestra fueron solubilizados en Na2CO3 
(0,1 M, pH 9.0) y conjugados con los fluoróforos Cy3 o Hyper 5 Mono NHS Ester 
(CyTMDye Post-labelling Reactive Dye Pack,Amersham). Las muestras fueron luego 
purificadas con MegaclearTM (Ambion) según instrucciones del fabricante. La 
incorporación de los fluoróforos al ácido nucleico se midió en un espectofotómetro de 
tipo Nanodrop (Nanodrop Technologies Inc.). La preparación e hibridación de las 
sondas se llevó a cabo de acuerdo a las indicaciones del manual Two-Color Microarray 
Based Gene Expression Analysis Manual Ver. 5.7, Agilent Technologies. Para cada 
hibridación 825 ng de sondas marcadas con Cy3 e Hyper 5 se mezclaron y se añadieron 
a una solución que contenía a 11 ul de agente bloqueante 10x y 2,2 ul de tampón de 
fragmentación 25x en 55 ul de volumen final de agua libre de nucleasas. La mezcla se 
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incubó a 60ºC durante 30 minutos para fragmentar el RNA y se paró la reacción con 
tampón de hibridación 2x. Las muestras se pusieron en hielo e inmediatamente se 
cargaron en los arrays que se hibridaron a 65ºC durante 17 horas y se lavaron una vez 
en tampón de lavado GE 1 a temperatura ambiente (1 minuto) y una vez en tampón de 
lavado GE 2 a 37ºC (1 minuto). Los arrays se secaron mediante centrifugación a 
2000rpm durante 2 minutos. Los cristales usados fueron Agilent Arabidopsis Oligo 
Microarrays 4x44K (ref. 021169). Las imágenes de los canales Cy3 e Hyper5 fueron 
equilibradas y capturadas con un escáner GenePix 4000B (Axon) y la cuantificación de 
las intensidades de los spots se llevó a cabo con el software GenPix (Axon).  
 
Los cambios de expresión para cada sonda se analizaron estadísticamente utilizando el 
método RankProduct (Breitling y col., 2004). Este método establece un orden en 
función de la intensidad de cada punto en el conjunto del microarray y hace un análisis 
estadístico con un p-valor con objeto de comprobar si los valores de cada punto reflejan 
una expresión diferencial de los genes. Los valores P (<0,05%) se corrigieron usando el 
método descrito por Benjamini y Hochberg (1995) para controlar la tasa de falsos 
positivos (FDR). Para la visualización y evaluación de los datos obtenidos se empleó el 
programa FIESTA htt://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA.  
 
Las hibridaciones de los arrays y el análisis estadístico de los datos se ha llevado a cabo 
en el Servicio de Genómica del Centro Nacional de Biotecnología (Breitling y col., 
2004; Smyth, 2004). 
 
6.6. Generación de plantas transgénicas 
Para generar plantas de Arabidopsis thaliana que sobre-expresan las proteínas NINJA, 
JAZ5 y JAZ6 en el fondo genético Col-0, en primer lugar se amplificó la secuencia 
codificante de NINJA usando el kit Expand High Fidelity polymerase (Roche) con 
oligos compatibles con el sistema Gateway (tabla 7). El producto de PCR fue clonado 
en el vector pDONR207 usando el kit Gateway BP II (Invitrogen) y secuenciado para 
verificar que la secuencia estuviese en el marco correcto de lectura. Este plásmido se 
usó para generar la construcción de la proteína correspondiente mediante clonaje en el 
vector de destino pGWB5 (Mita et al., 1995), para lo cual se usó el kit Gateway LR II 
(Invitrogen). Esta construcción fue transformada en la cepa C58C1 de A. tumefaciens 
usando el método de choque térmico y transformada por el método de inmersión floral 
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(Clough and Bent, 1998) en plantas de Arabidopsis Col-0. Se seleccionaron plántulas 
resistentes a los antibióticos correspondientes  y se propagó la progenie T2 para su 
posterior análisis. 
 
6.7. Análisis de proteínas 
6.7.1. Expresión y purificación de proteínas recombinantes 
Las secuencias codificantes completas así como las versiones truncadas de las distintas 
proteínas empleadas  fueron amplificadas mediante PCR usando como molde o bien  los 
plásmidos obtenidos de TAIR que se muestran en la tabla 1 o bien ADNc, manteniendo 
el marco de lectura y el codon stop. Se usó para ello el kit Expand High Fidelity 
polymerase (Roche) con oligos compatibles con el sistema Gateway (tabla 7).  Los 
fragmentos amplificados fueron clonados usando el sistema Gateway (Invitrogen) en los 
vectores pDONR201/pDONR207 y recombinado en el vector de destino pDEST-TH1 
(Hammarstrom et al., 2002). Se obtuvieron así fusiones con la MBP en posición amino 
terminal. Todas las construcciones fueron secuenciadas antes de expresar las proteínas. 
 
Las proteínas recombinantes fueron expresadas en la cepa BL21 de Escherichia coli de 
acuerdo con el protocolo establecido por el fabricante (Sistema de purificación pMAL, 
New England Biolabs). Las bacterias transformantes fueron crecidas en medio solido 
LB suplementado con antibióticos (Cloranfenicol y Ampicilina). Se creció un pre-
cultivo a partir de colonia única con el que se inoculó 200 mL de LB suplementado con 
los antibióticos, se creció en agitación orbital a 37ºC hasta alcanzar una densidad óptica 
de 0,6 a 600 nm. La inducción de la proteína se llevó a cabo con IPTG 1uM  a 
temperatura ambiente y en agitación orbital  ajustando el tiempo óptimo para cada una 
de las proteínas. Se centrifugó el cultivo a 6000 r.p.m durante 15 min y se congeló el 
sedimento a -80ºC durante toda la noche. Las muestras fueron resuspendidas en tampón 
de ruptura (20 mM Tris pH 7,4, 200 mM cloruro de sodio, 1mM EDTA, PMSF 1 mM) , 
sonicadas y centrifugadas. Para purificar la proteína, el sobrenadante se incubó en  
columnas de amilosa (New England Biolabs, http://www.neb.com), durante 3 horas en 
agitación a 4ºC. Se eluyó el sobrenadante y se lavó la resina que retiene la proteína con 
tampón de ruptura tres veces.  
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Para ensayos de pull-down (PD) la pureza, estabilidad y concentración de las proteínas 
se evaluó por comparación con concentraciones conocidas de BSA mediante geles 
PAGE SDS teñidos con Coomassie.    
 
Para ensayos de retardo en gel las proteínas se eluyeron de la columna usando tampón 
de ruptura suplementado con maltosa 10mM.  
 
Las proteínas expresadas se resumen en la tabla 6 que se muestra a continuación. 
 
gen                    Atg                  Referencia 
 
JAZ1          At1g19180        Chini et al., 2007 
JAZ2          At1g74950        Clon ABRC U15521 
JAZ3          At3g17860        Chini et al., 2007 
JAZ4          At1g48500        Clon ABRC pENTR221 
JAZ5          At1g17380        ADNc 
JAZ6          At1g72450        Clon ABRC U10117 
JAZ7          At2g34600        Clon ABRC S63131 
JAZ8          At1g30135        Clon ABRC U84620 
JAZ9          At1g70700        Chini et al., 2007 
JAZ10        At5g13220        Clon ABRC U14329 
JAZ11        At3g43440        Clon ABRC S68219 
JAZ12        At5g20900        Clon ABRC U09134 
JAZ3ΔC     At3g17860        Chini et al., 2007 
JAZ3ΔN     At3g17860        Chini et al., 2007 
NINJA        At4g28910        ADNc 
MYC2        At1g32640        Clon ABRC CD274297  
COI1         At2g39240      Clon ABRC CD257277 
HDA6       At5g63110       Clon ABRC CD255749  
 
 
  
 
6.7.2. Ensayos de Pull-Down (PD) 
Para generar los extractos proteicos se crecieron plántulas de Arabidopsis durante diez 
días en medio Johnson. Dichas plántulas silvestres o que expresaban 35S:COI1::FLAG, 
35S:MYC2::GFP, 35S:MYC3::HA, 35S:MYC4::GFP, 35S:NINJA::GFP, 
35S:TOPLESS::HA, 35S:JAZ5::GFP y 35S:JAZ6::GFP fueron maceradas en nitrógeno 
líquido y homogenizadas en tampón de extracción (50mM Tris-HCl pH 7,4, 80mM 
NaCl, 10% glicerol, 0. 1%Tween 20, 1mM DTT, 1mM PMSF, inhibidor de proteasoma 
MG132 (50µM; Sigma), cóctel de inhibidores de proteasas (Roche). Se centrifugaron 
Tabla 6. Resumen de proteínas recombinantes usadas.  
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(16,000g a 4 °C) y se recogió el sobrenadante. Para los experimentos de PD in vivo se 
usaron 6ug de resina que contiene la proteína específica recombinante fusionada a MBP 
a la que se añadió extracto con 1 mg de proteína total, y se incubaron 1 hora a 4ºC. Se 
lavaron con tampón de extracción dos minutos en noria a 4ºC tres veces. Después de los 
lavados, las muestras fueron digeridas con 1 µl de factor Xa (New England Biolabs) y 
desnaturalizadas a 95ºC durante 5 minutos para su posterior análisis mediante ensayos 
de Western Blot. Se usaron los anticuerpos anti-HA peroxidada (Roche) o anti-GFP 
peroxidada (Milteny biotec). Para confirmar el control de carga de las proteínas 
recombinantes usadas se cargaron 5uL de cada muestra en un gel de SDS PAGE, que 
fue teñido con Azul de Coomassie. Para ello se sumergió el gel en una solución de 
metanol 40%, acético 10% y azul de Coomassie R-250 0,1% durante 1h en agitación. El 
gel se decolora con una solución de etanol 40%, metanol 30% y acético 10% en 
agitación durante toda la noche. Posteriormente se seca en el secador de geles con vacío 
a 65° C durante 1h. 
 
6.7.3. Ensayos de Western Blot (WB) 
Las proteínas fueron separadas por electroforesis en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida al 8-12% dependiendo del tamaño de la proteína a analizar (SDS-PAGE). 
Las proteínas separadas fueron transferidas a membranas de ECL-nitrocelulosa (Bio-
rad) e incubadas posteriormente con los anticuerpos correspondientes. Un anticuerpo 
conjugado con peroxidasa fue utilizado para detectar las proteínas reconocidas por los 
anticuerpos primarios por quimio-luminescencia (Amersham Biosciences, Inc.).  
 
6.7.4. Ensayos de degradación de proteínas in vitro  
La región codificante de la proteína JAZ3 estaba clonada en el plásmido pUNI bajo el 
promotor T3. Este plásmido se usó como molde para expresar JAZ3 in vitro para lo que 
se empleó el kit TnT coupled wheat germ extract system (Promega). Las secuencias 
codificantes de las proteínas JAZ3ΔC (1-299aa), JAZ1 y JAZ9 fueron amplificadas por 
PCR, manteniendo el marco de lectura y el codon stop, y se expresaron in vitro usando 
el kit TnT T7 Quick for pcr DNA (Promega). Las construcciones se verificaron por 
secuenciación antes de expresar las proteínas.  
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Estas proteínas se marcaron con metionina 
35
S (GE Healthcare). Para la preparación de 
los distintos extractos de proteínas, se usaron plántulas de diez días de Arabidopsis Col-
0, coi1-16,  jai3-1 y  plántulas de líneas transgénicas 35S:NINJA-GFP. Dichos extractos 
fueron pre-tratados durante 16 horas con JA (50uM, Sigma) y/o inhibidor de 
proteasoma MG132 (50uM, Sigma) o DMSO/DMF como control, según se indica. 
Estas plántulas fueron maceradas en nitrógeno líquido, resuspendidas en tampón de 
extracción (20mM TrisHCl pH 7, 25mM NaCl, 0.01%NP-40, cóctel de inhibidores de 
proteasas (Sigma)), sonicadas, y centrifugadas. La concentración de proteínas se 
cuantificó por el método de Bradford (Bradford, 1976).  
 
Para el ensayo de degradación se usó 100ug de proteína total, que se añadió junto con la 
proteína marcada con 
35
S al tampón de degradación (50mM TrisHCl pH 7, 5mM 
MgCl2, 5mM ATP y 50μg/μL ubiquitina). Las muestras se preincubaron a temperatura 
ambiente durante dos horas con JA (50µM; Sigma) y/o MG132 (200µM; Sigma) o 
DMSO/DMF como control, según se indica. El ensayo de degradación se realizó 
incubando las muestras a 30ºC a diferentes tiempos  (de 0 a 240 minutos) en presencia 
de cóctel de inhibidor de proteasas (Sigma). La reacción se paró poniendo las muestras 
a 4ºC y añadiendo buffer de carga 5x (Tris HCl Ph 6,8, SDS, glicerol, beta-
mercaptoetanol, azul de bromofenol). Se hirvieron a 95ºC y se cargaron en geles de 
SDS. Los geles se escanearon usando Phosphorimager, y las imágenes obtenidas se 
cuantificaron y analizaron usando el software ImageJ 
(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). 
 
6.7.5. Ensayos de unión de proteínas a ADN y retardo en gel (EMSA) 
 
La secuencia codificante de MYC2 se amplificó por PCR, fue clonada en los vectores 
pDONR201/pDONR207 y recombinada en pDEST-TH1 para obtener la proteína 
fusionada a MBP en la región amino terminal (sistema Gateway (Invitrogen)). La 
construcción se verificó por secuenciación antes de expresar la proteína recombinante 
en células de E. coli de la cepa BL21. MYC2-MBP se purificó mediante columnas con 
resina de Amilosa (New England Biolabs) siguiendo los protocolos Standard. 
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La sondas con el fragmento del promotor de JAZ3 que contiene las cajas G o T/G 
silvestres o sus versiones mutantes, se sintetizaron por PCR con oligos marcados o no 
con biotina en el extremo 5´ (tabla 8, a y b). 
 
a 
Fragmento del promotor JAI3/JAZ3 
caja G 5´-GAAACGCCACACACTGCACGACGATGCACGTGCCTTTTTAACCGACTATATCCGGTG-3´ 
caja G 
mutante 5´-GAAACGCCACACACTGCACGACGATATGACCTTCTTTTTAACCGACTATATCCGGTG-3´ 
caja T/G 5´-GAAACGCCACACACTGCACGACGATATGACCTTCTTTTTAACCGACTATATCCGGTG-3´ 
cajaT/G 
mutante 5´-GAAATTGCGGTAAATTAACTTCATTCTGACTATTTTCATTTTCTCCCTCAAAGCCTC-3´ 
b 
 
 
 
 
 
 
 
c 
 
Promoror de JAZ3 
GAGTGATTTTAGTAATATGTACATTAAAGTAATATTTTCTTTTTGGTACCAATAATTACCTTAATTAATA
CAAGTATAGTTTAAGCAACAAGCAACATTCTTTAATAATTCGCGAAAAATATTAATAAAAGTACAATGA
CAGAAAAAATAATTAAAAATTGGATTAAAAAAAATAATATTAGAGTGATGACATAATCACATGAGGAT
TTAGATTTAGCTTAATAATGTTTAGTTGTGGAACTAAATTTCCGCAACAATTATTTTGTTGTATTTAAAT
CATTTTATGAAAGTCTAATCTTTACAATTACTTTATAGTACCATCCGATTAATCAAAGATTAAAAATATA
GTACTAAAATACAAATTAATATATTTTGCCAAAAAAATGCAACGTGCAAATGTTTATCTTGGTCAAGAG
AACGTGCACGAAAGTAGTGTAACTAATTTTACTATTTTAGATTGAGCGGTGAGACAAAAAGGGGGTTA
GACTCACGCGCTACACTTAGCGCGTCAGCCGACAAAAAAAAGTGTTGTCATTGAATAAAAAAATAAAT
TAAAACTGCCGCTTCGCATCTCGTGAATCATTCACGTTAAAATAGCGCACGTGCCTCGCCACGCGTCTC
ACCACAAAAAGAAACGCCACACACTGCACGACGATGCACGTGCCTTTTTAACCGACTATATCCGGT
GACGTAACCGGGACAACCTGTAGCTGGTTTTTGCGCCAATAGGATATGAGAAAAAAGAATCTTTTTTTT
CTTGTTATAGTTATAAATTAATGGTACGATTCACATGTCGCATGCGATTTGTTAATAAAACTAGAAATT
GCGGTGAATTAACTTCATTCCACGTTTTTTCATTTTCTCCCTCAAAAGTCTCTGTTTTTTTTCCTTTTT
CCGGCGAAGCTCTATTTAGCTTGATTCCGGCGTTTAACACGCGTTTTAATCGAAACAGACATTTGAGAT
CGAATTAATTTTGTAGCGGGCTGTGTCTTTATTATAGATG 
 
Para detectar el complejo MYC-sonda se utilizó el kit Lightshift Chemiluminescent 
EMSA (Pierce). Se incubó MYC2 (2ug) con la sonda biotinilada (30 fmoles) durante 40 
minutos en tampón de unión (10 mM Tris at pH7.5, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 10mM 
MgCl2, 75 ng de poly(dI·dC)). La especificidad de MYC por la sonda se determinó 
mediante ensayos de competición, añadiendo a la reacción cantidades crecientes de 
Oligos amplificación sonda 
G box  
F 5´-GAAACGCCACACACT-3´ 
R 5´-CACCGGATATAGTCG-3´ 
T/G box  
F 5´-GAAATTGCGGTGAAT-3´ 
R 5´-GAGACTTTTGAGGGA-3´ 
Tabla 8. Promotor JAZ3 y sondas usadas para el ensayo de retardo en gel. a. Fragmento del 
promotor de JAZ3 que se usó para generar la sonda del ensayo de retardo. b. Oligos que se utilizaron 
para amplificar la sonda con el fragmento del promotor de JAZ3.Se marcaron con biotina en el 
extremo 5´ cuando fue requerida la sonda marcada. c. Promotor de JAZ3. El fragmento marcado en 
negrita fue el que se seleccionó para generar las distintas sondas. En rojo están señaladas las cajas G y 
en azul las cajas T/G. En amarillo está señalado el codon de inicio de la transcripción. 
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sonda silvestre o mutante, no marcada con biotina (1X, 3X y 10X). El producto de la 
reacción de unión se cargó en geles de poliacrilamida al 4% y se transfirió a membranas 
de nylon (Pierce). Para la detección de la unión se usó el kit Chemiluminescent Nucleic 
Acid Detection Module (Pierce). 
 
6.7.6. Purificación en tándem de complejos protéicos: TAP-tagging 
Se clonaron de las secuencias codificantes de los genes JAZ3, JAZ5 y JAZ7  en el 
vector de destino Gateway pKCTAP y se transformaron en cultivos celulares en 
suspensión de Arabidopsis como se describe en Van Leene et al., 2007. Los 
complejos proteicos se generaron usando la técnica de GS tag  (Burckstummer et al., 
2006), y posteriormente se llevó a cabo la precipitación y separación proteica, de 
acuerdo con los protocolos empleados en  Van Leene et al. (2008). Los fragmentos 
peptídicos fueron analizados con  el analizador 4800 Plus MALDI–TOF/TOF 
(Applied Biosystems) y las proteínas correspondientes fueron identificadas mediante 
las bases de datos de comparación de proteínas por homología de secuencia (TAIR) 
(Van Leene et al., 2010). La purificación e identificación de péptidos se llevó a cabo 
en el laboratorio de Dr. Geert de Jaeger (VIB, Gante). 
 
6.7.8. Expresión transitoria en N. benthamiana y co-inmunoprecipitación. 
 Se infiltraron hojas de Nicotiana benthamiana con cultivos de Agrobacterium 
transformados con las construcciones adecuadas para expresar las proteínas JAZ3::GFP, 
JAZ3ΔC::GFP y JAZ3ΔC::GUS. Los cultivos de A. tumefaciens cepa C58C1 se 
crecieron a 28ºC en agitación hasta alcanzar una DO600 =0,6. Entonces, fueron 
centrifugados y el sedimento fue resuspendido en MgCl2 a concentración 10 mM. Esta 
solución fue infiltrada en el envés de hojas de plantas de N. benthamiana de 4 semanas 
de edad mediante una jeringa estéril de 1 ml de volumen. Se infiltraron un total de 3 
hojas por planta (3 plantas para cada combinación de proteínas) y las plantas se 
mantuvieron en ciclos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 21ºC durante dos días hasta su 
posterior análisis por microscopía.  
 
6.8. Ensayos de dos híbridos en levaduras 
Los experimentos de dos híbridos en levadura (Fields and Song (1989)) se efectuaron 
utilizando el sistema Matchmaker Gal4 Yeast Two-Hybrid System-3 (Clontech) de 
acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante. 
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El sistema de doble híbrido permite identificar interacciones in vivo entre dos proteínas 
(X e Y) mediante la reconstrucción de un FT activo. El FT activo es un dímero, 
formado por la proteína de interés (cebo) fusionada a un dominio de unión a DNA 
(Binding Domain (BD), (X-BD), y otra proteína fusionada al dominio de activación 
(Activation Domain (AD);  Y-AD) llamada proteína diana o presa. La interacción entre 
ambas proteínas reconstruye un FT activo que transcribirá un gen reportero, en este caso 
lac-Z, gen de la beta-galactosidasa, cuya expresión permite identificar los clones 
positivos mediante un ensayo de actividad basado en la hidrólisis del X-Gal. 
 
6.8.1. Cribado en levaduras  
La secuencia codificante de JAZ3 fue amplifiada con el sistema Expand High Fidelity 
PCR system (Roche) a partir de un plásmido pUNI proporcionado por TAIR. El 
producto de PCR fue digerido con las enzimas EcoRI y PstI  y clonado en el vector 
pGBKT7 previamente linealizado con dichas enzimas (Gal4 DNA-Binding Domain; 
BD) (Clontech).  La construcción pGBKT7-JAZ3 que se usó como cebo se verificó por 
secuenciación antes de expresar la proteína y se transformó en la cepa Y187 (MATα) de 
S. cerevisiae. La genoteca de cDNA que se usó como presa fue obtenida a partir de 
plántulas de Arabidopsis crecidas durante doce días en un medio que carecía de fosfato; 
fue clonada en el vector pGADT7 (Gal4 Activation Domain; AD) (Clontech) y se 
transformó en la cepa ΔH109 (MATa) de S. cerevisiae según los protocolos de BD 
Matchmaker Library Construction (versión PR32047; Clontech; M. I. Puga et al., no 
publicado). Esta librería fue cedida por el laboratorio del Prof. Paz-Ares del CNB. Se 
hizo mating entre las dos cepas de levaduras transformadas con los plásmidos 
correspondientes, cebo (Y187) y presa (AH109). Para ello se crecieron 50mL de la cepa 
AH109 con 500 µl de la cepa Y187 en medio rico  2 × YPDA (YPD suplementado con 
Adenina)  a 30ºC durante toda la noche. Las células diploides de levaduras fueron 
seleccionadas sembrándolas en medio mínimo SD que carecía de histidina (His), leucina 
(Leu), triptófano (Trp) y adenina (Ade), suplementado con 20 mM 3-aminotriazol 
(Sigma). Se encontraron  38 colonias que dieron positivo en el test de la β-galactosidasa 
que contenían posibles candidatos a ser interactores de JAZ3.   
 
Se eligieron las colonias que dieron positivo en el test de la β-galactosidasa, se aislaron 
los plásmidos según los protocolos Standard, se transformó con ellos la cepa DH5α de 
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E.Coli, se extrajo de nuevo el plásmido y se secuenció con los oligos ADISA o AD22C 
(tabla 7). Se verificaron mediante ensayos de doble híbrido en levaduras las 
interacciones proteína-proteína obtenidas en el cribado donde se usó como cebo JAZ3.  
 
6.8.1.1. Ensayo  de β-galactosidasa 
Se crecieron las levaduras transformadas en una placa con medio mínimo YSD en 
ausencia de W y L. Posteriormente se añadieron 10mL de cloroformo y se dejó secar. 
Una vez seco se añadió el tampón con el sustrato X-gal (20mg/mL) (Sigma) y la 
reacción se llevó a cabo a oscuridad durante 24 horas.  
 
6.8.2. Ensayos de doble híbrido en levaduras  
Las regiones codificantes completas de todas las proteínas usadas en estos ensayos 
(JAZ1, JAZ2, JAZ3, JAZ4, JAZ5, JAZ6, JAZ7, JAZ8, JAZ9, JAZ10, JAZ11, JAZ12, 
COI1, MYC2, NINJA, PP1, PP2, TIFY8 y HDA6) así como las versiones truncadas de 
algunas de ellas (JAZ5.1, JAZ5.Z, JAZ5.J, JAZ6.1, JAZ6.Z, JAZ6.J, MYC2ΔN, 
MYC2ΔC, JAZ3ΔC y JAZ3ΔN), fueron amplificadas con el sistema Expand High 
Fidelity PCR system (Roche) usando los oligos correspondientes (tabla 7). Los 
productos de PCR fueron clonados en el vector pDONR207 usando el kit Gateway BP 
II (Invitrogen) y verificados mediante secuenciación. Estas construcciones se clonaron 
en los vectores de destino de alta expresión de copia pGADT7gateway (Gal4 AD) y 
pGBKT7gateway (Gal4 BD) y para ello se usó el sistema Gateway LR reactions 
(Invitrogen). Estas construcciones fueron verificadas mediante secuenciación.  
 
La transformación de la levadura  se llevó a cabo usando el protocolo del acetato de litio 
(Ito et al., 1983, Chini et al. 2009a). La cepa de levadura correspondiente se creció en 
YPD suplementado con adenina hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm (D.O.600) 
entre 0,5 y 0,7. Tras centrifugar y lavar las células con agua, se resuspendieron en 
tampón TE-LiAc (acetato de litio 0,1 M pH 7,5, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 
8,0). A 100 μL de las células en tampón TE-LiAc, se le adicionó 10 μL de ADN de 
esperma de salmón (Sigma) como ADN vehículo, 250 ng de cada plásmido y 600 μL de 
PEG-TE-LiAc (tampón TE-LiAc al que se le añade PEG al 40% (p/v)). Tras una 
incubación a 30º C durante 30 min, se efectuó un choque térmico a 42º C durante 15 
min en presencia de DMSO al 10% (v/v). Después, se lavaron las células con agua 
estéril y se sembraron en las placas de SD en ausencia de Leu y Trp. Las células se 
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dejaron crecer a 30º C durante tres días. Las colonias positivas se crecieron en medio 
líquido selectivo en ausencia de Leu y Trp durante seis horas en agitación a 30ºC, y se 
ajustó la densidad óptica a 3x107 células/mL (OD600 = 1). Para testar la interacción 
proteica, se sembraron 3 uL de muestra de cada resuspensión celular en placas con 
medio selectivo mínimo sin Adenina, Leucina, Histidina y Triptófano, suplementado 
con 5mM 3-aminotriazol. Las placas fueron incubadas a 30ºC durante 2-4 días. Como 
controles negativos se co-trasformaron el levaduras los vectores vacíos pGADT7 o 
pGBKT7. 
 
6.9. Microscopía 
6.9.1. Microscopía confocal para visualización de GFP 
La GFP de las líneas transgénicas 35S:JAZ3-GFP y 35S:NINJA-GFP se visualizó en 
plántulas crecidas en medio Johnson mediante microscopia confocal a longitud de onda 
entre los 495 y los 610 nm (Leica). Las fotografías de las células de raíz que expresaban 
GFP se tomaron bajo luz UV (visualización de la proteína fluorescente) y luz visible 
(estructura de los tejidos de la raíz). 
 
6.9.2. Microscopía óptica para visualización de GFP 
Para la visualización de la GFP en las líneas transgénicas de 35S:JAZ3::GFP, 
35S:NINJA::GFP, 35S:JAZ5::GFP y 35S:JAZ6::GFP se empleó el microscopio Leica 
DMR UV/VIS (www.leica.com) que con combinaciones de lámparas de luz UV y visible 
permite ver la fluorescencia de las construcciones fusionadas a la proteína GFP y 
analizar la estructura de los tejidos de la raíz. 
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6.10. Ensayos de expresión transitoria en protoplastos Los ensayos de expresión transitoria se realizaron según los métodos que se describen en De Sutter y col. 2005 y Pauwels y col., 2008. Los protoplastos fueron preparados a partir de un cultivo celular Bright Yellow-2 tobacco y co-transfectados con un plásmido reportero que contiene el gen reportero de la Fluc bajo el promotor GAL4, una construcción normalizada que expresa la Renilla luciferasa (rLUC) bajo el promotor 35S y la construcción efectora. Las construcciones efectoras fueron clonadas usando el sistema Gateway LR cloning (Invitrogen) en el vector p2GW7. Alternativamente, el clonaje de MYC2 se llevó a cabo en el vector  p2GAL4DBGW6. Para cada ensayo se usó 2 μg de cada tipo de plásmido. Seguidamente a la transfección, los protoplastos fueron incubados durante toda la noche, y posteriormente lisados. La actividad luciferasa, fLUC y rLUC, fue determinada con el sistema Dual-Luciferase reporter assay (Promega). Las variaciones en la transfección así como los errores técnicos fueron corregidos mediante normalización de la actividad fLUC por rLUC.  Para realizar el análisis estadístico se usó el procesamiento por el Modelo general lineal de SAS (V.9.2). Se usó el método Dunnett para realizar las comparaciones múltiples entre los distintos grupos de datos.  
 
6.11. Oligonucleótidos utilizados 
Los oligonucleótidos empleados para secuenciar y clonar se obtuvieron de la casa 
comercial Sigma, y se detallan en la tabla 7.   
 
NOMBRE GEN SECUENCIA (5'→3')  
JAZ3FwEcoR1 JAZ3 CGGAATTCCGGTTCATGGAGAGAGAT   
JAZ3RvPst-1 JAZ3 CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTAGGTTGC   
attB1_NINJA NINJA ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGACGATGATAATGGGCTCGAG      
attB2stop_NINJA NINJA ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctaTCAGGTGTGAGCTGACGCTGCAG      
attB2sinstop_NINJA NINJA ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctaGGTGTGAGCTGACGCTGCAG      
NINJA_Fw NINJA ATGGACGATGATAATGGGCTCGAGCTCAGC   
NINJA_Rv NINJA CTGGTGAGTATCCGAACATAATCGGGAGAT   
attB1_JAZ5.1 JAZ5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCGTCGAGCAATGAAAAT   
attB2stop_JAZ5.1 JAZ5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCctaTTCACTGAGGTCAGCAACATCT   
attB1_JAZ5.Z JAZ5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCACAGCCAGGAAGTTCGCAG   
attB2stop_JAZ5.Z JAZ5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCctaATTATTATCAGTAGGCTCATTG   
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attB1_JAZ5.J JAZ5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCACCTAACAAAGGAACAACAAC   
attB2stop_JAZ5.J JAZ5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATAGCCTTAGATCGAGATC   
attB1_JAZ6.1 JAZ6 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCAACGGGACAAGCGCC   
attB2stop_JAZ6.1 JAZ6 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCctaTTCACTGAGATCAATATATA   
attB1_JAZ6.Z JAZ6 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCatgCCGGCAAAAGTAGCACCGG   
attB2stop_JAZ6.Z JAZ6 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCctaGGAACTCGTTGGCTCGTTAA   
attB1_JAZ6.J JAZ6 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCatgGGGAACAATGAAGATCAAGA   
attB2stop_JAZ6.J JAZ6 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAAAGCTTGAGTTCAAGG   
attB2stop_JAZ5.Zearmut JAZ5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCctaATTATTATCAGTGGCCTCATTGGCGGCAGG   
attB2stop_JAZ6.Zearmut JAZ6 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCctaggaactcgttggggcgttaagggcggcaat   
JAZ5mutFw JAZ5 CCTGCCGCCAATGAGGCCACTGATAATAAT        
JAZ5mutFw JAZ5 ATTATTATCAGTGGCCTCATTGGCGGCAGG        
JAZ6mutRv JAZ6 ATTGCCGCCCTTAACGCCCCAACGAGTTCC        
JAZ6mutRv JAZ6 GGAACTCGTTGGGGCGTTAAGGGCGGCAAT        
attB1_COI1 COI1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGGATCCTGATATCAAGAGGTG      
attB2stop_COI1 COI1 GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATATTGGCTCCTTCAGGACTCTAACA      
attB1_JAZ3 JAZ3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGAGAGATTTTCTCGGGTTGGGTT      
attB2stop_JAZ3 JAZ3 GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGGTTGCAGAGCTGAGAGAAGAAC      
attB1_JAZ3ΔC JAZ3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGAGAGATTTTCTCGGGTTGGGTT      
attB2stop_JAZ3ΔC JAZ3 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACACTGTTGGAGCCATTAC      
attB1_JAZ3ΔN JAZ3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGGTTCCTCTATGCCTCAAGT      
attB2stop_JAZ3ΔN JAZ3 GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGGTTGCAGAGCTGAGAGAAGAAC      
attB1_MYC2Fw MYC2 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATGACTGATTACCGGCTACA      
attB2stop_MYC2Rv MYC2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAACCGATTTTTGAAATC      
JAZ3ΔCFw JAZ3 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAACAGCCACCATGGAGAGAGATTTTCTCGGGTTGGGTT        
JAZ3ΔCRv JAZ3 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAACTACACTGTTGGAGCCATTAC        
attB1_JAZ1 JAZ1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCGAGTTCTATGGAATGTTCTG      
attB2stop_JAZ1 JAZ1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATATTTCAGCTGCTAAACCGAGCCAC      
attB1_JAZ2 JAZ2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATGTCGAGTTTTTCTGCCGAGTGTT      
attB2stop_JAZ2 JAZ2 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTTACCGTGAACTGAGCCAAGCTGGG      
attB1_JAZ4 JAZ4 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATGGAGAGAGATTTTCTCGGGCTGG      
attB2stop_JAZ4 JAZ4 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGTGCAGATGATGAGCTGGAGG      
attB1_JAZ5 JAZ5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCGTCGAGCAATGAAAATGCTA      
attB2stop_JAZ5 JAZ5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATAGCCTTAGATCGAGATCTTTCGAA      
attB1_JAZ6 JAZ6 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCAACGGGACAAGCGCCGGAGA      
attB2stop_JAZ6 JAZ6 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAAAGCTTGAGTTCAAGGTTTTTGGAA      
attB1_JAZ7 JAZ7 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGATCATCATCATCAAAAACTGCG      
attB2stop_JAZ7 JAZ7 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATCGGTAACGGTGGTAAGGGGAAGTT      
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attB1_JAZ8 JAZ8 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATGAAGCTACAGCAAAATTGTGACT      
attB2stop_JAZ8 JAZ8 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTTATCGTCGTGAATGGTACGGTGAAG      
attB1_JAZ9 JAZ9 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAAAGAGATTTTCTGGGTTTGA      
attB2stop_JAZ9 JAZ9 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATGTAGGAGAAGTAGAAGAGTAATTC      
AttB1_JAZ10 JAZ10 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCGAAAGCTACCATAGAACTCG      
AttB2stop_JAZ10 JAZ10 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGGCCGATGTCGGATAGTAAGGAGAT      
attB1_JAZ11 JAZ11 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATGGCTGAGGTAAACGGAGATTTCC      
attB2stop_JAZ11  JAZ11 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATGTCACAATGGGGCTGGTTTC      
attB1_JAZ12 JAZ12 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGACTAAGGTGAAAGATGAGCCAC      
attB2stop_JAZ12 JAZ12 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAAGCAGTTGGAAATTCCTCCTTGATA      
attB1_HDA6 HDA6 GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC  ATGGAGGCAGACGAAAGCGG      
attB2stop_HDA6 HDA6 GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC  TTAAGACGATGGAGGATTCA      
JAZ3 tap JAZ3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT CCACC ATGGAGAGAGATTTTCTCGGGTTGG  
JAZ5 tap JAZ5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT CCACC ATGTCGTCGAGCAATGAAAATGC  
JAZ7 tap JAZ7 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT CCACCATGATCATCATCATCAAAAACTGC  
ADISA Fw   CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC     
AD22C Fw  CTATTCGATGATGAAGATACCCC     
pGADT7-RAD Rv  AGATGGTGCACGATGCACAG     
promotor T7  TAATACGACTCACTATAGGG     
pDONOR_Fw  TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC       
pDONOR_Rv     GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla2. Resumen de oligonucleótidos utilizados. 
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Figura suplementaria 1. Familia de proteínas JAZ. a. Representación filogenética de las proteínas 
de la familia JAZ y otros miembros de la familia TIFY. b. Alineamiento múltiple de las secuencias 
proteicas de los 12 miembros de la familia JAZ. Los residuos conservados en al menos la mitad de 
las proteínas están resaltados en negro, y aquellos con sustitución de aminoácido conservativa en 
gris. Se ha resaltado el dominio ZIM y el Jas dentro de la estructura con una línea superior. El 
alineamiento fue generado usando DiAlign (Genomatix).  
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Figura suplementaria 2. Representación esquemática de las proteínas truncadas JAZ1, JAZ2, 
JAZ3, JAZ6, JAZ12 y MYC2. a. Proteínas JAZ3 y MYC2, así como los distintos fragmentos 
usados en experimentos de PD y doble híbrido en levadura. El fragmento JAZ3ΔC también se usó 
para generar plantas transgénicas. Se resaltan los dominios ZIM, CT o dominio Jas, BHLH, ZIP y la 
región “ac” que representa una región rica en aminoácidos ácidos. Los oligos usados para generar 
estas construcciones se muestran en la tabla 2. b. Proteínas JAZsΔJas que se usaron para generar 
plantas transgénicas fusionadas al epítopo HA.    
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Figura suplementaria 3. Prevención de la degradación de JAZ3 por JAZ3ΔJas mediada por el 
proteasoma. Expresión transitoria de JAZ3::GFP, JAZ3ΔC::GFP y JAZ3ΔC::GUS en hojas de 
Nicotiana benthamiana en condiciones control (C) o tratadas con JA 50 μM JA o inhibidor del 
proteaosma MG132 100 μM. 
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  Tabla suplementaria 1. Genes diferencialmente expresados en plantas jai3-1vs Col-0. También 
se incluyen los valores de plantas 35S::MYC2. 
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Tabla suplementaria 2. Genes diferencialmente expresados en ARNi NINJA vs Col-0.  
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Tabla suplementaria 3. Genes diferencialmente expresados en ARNi NINJA vs Col-0 tratados 
con COR 0,5µM.  
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